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Zusammenfassung 
 
 
Das Verständnis der Signaltransduktion des G-CSFR ist bis heute bedeutend lückenhafter 
im Vergleich mit anderen Rezeptorsystemen. Daher war das Ziel dieser Arbeit Wechsel-
wirkungspartner des G-CSFR ausfindig zu machen: 
Einen Ausblick über seine Bindeproteine wurde mittels 35S-metabolischer Markierung 
zweier Zellinien gewonnen. Dabei konnte gezeigt werden, daß in FDC-P1 mac11-Zellen 
mehr Wechselwirkungspartner des G-CSFR existieren, als in 32D.C10 Zellen. Dies deutet 
auf eine zelltypische Aktivierung unterschiedlicher Signaltransduktionswege hin und bietet 
eine Erklärungsmöglichkeit, weshalb FDC-P1-Zellen bei G-CSF Stimulation verstärkt 
proliferieren und andere Zellen, wie z.B. 32D-Zellen zu granulozytären Zellen differen-
zieren. 
Mittels Bindungsstudien mit GST-Fusionsproteinen wurde gezeigt, daß Grb2 an den 
tyrosinphosphorylierten G-CSFR bindet. Durch den Einsatz von verschiedenen G-CSFR–
Mutanten wurde die Grb2-Bindungsstelle näher charakterisiert: das Signalmolekül bindet 
an den phosphorylierten Tyrosinrest 764 des G-CSFR. Grb2 fungiert dabei als Adap-
termolekül zwischen dem aktivierten Rezeptor und dem Ras/MAPK-Signaltransduktions-
weg und führt somit zur Übermittlung proliferativer Signale. Mit dem Wissen um Grb2 als 
Bindeprotein der „Differenzierungsdomäne“ des G-CSFR konnte seine funktionale Ein-
teilung in Subdomänen in Frage gestellt werden.  
Ein Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening erlaubte die Identifikation eines spezifischen 
Wechselwirkungspartners, 112, des inaktiven, d.h. des nicht-phosphorylierten G-CSFR. 
Eine Antisense mRNA zu 112 wurde in dem murinen OGFR sowie in weiteren Transkrip-
ten der Maus, der Ratte und des Menschen detektiert. Interessanterweise konnte die 
Sequenz 112 in ihrer ursprünglichen Leserichtung in keinem der untersuchten Gewebe 
nachgewiesen werden. Folglich codiert 112 für einen Proteinabschnitt, der durch seine 
Interaktion mit dem G-CSFR die Bindung weiterer Signalmoleküle verhindern könnte. Die 
Proteindomäne 112, könnte als potentieller Inhibitor des G-CSFR von therapeutischem 
Nutzen sein. Vorstellbar wäre, daß aus 112 ein Peptid abgeleitet wird, das den G-CSFR auf 
Tumorzellen hemmt und somit Proliferation und Metastasierung verhindert. 
 

Summary 
 
 
Until today the understanding of G-CSFR signal transduction lags significantly behind that 
of other receptor systems. Therefore it was the aim of this Ph.D. thesis to identify 
interaction partners of the G-CSFR: 
By 35S-metabolic cell labelling of two different cell lines it was possible to gain a preview 
of its binding proteins. It could be shown that FDC-P1 mac 11 cells reveal more binding 
partners than 32D.C10 cells do. This points out that a cell specific activation of different 
signal transduction pathways might exist. This consequently offers a possible explanation 
for the observation that FDC-P1 mac 11 cells increasingly proliferate in contrast to other 
cell lines, e.g. 32D cells, which differentiate after G-CSF treatment. 
It was shown via GST-pull-down-assays that Grb2 binds to the tyrosine phosphorylated  
G-CSFR. By using different mutants of the G-CSFR it was possible to further characterize 
the Grb2 binding site: the signalling molecule binds to the phosphorylated tyrosine residue 
764 of the G-CSFR. Grb2 acts as an adaptor molecule leading to the transduction of 
mitogenic signals. With the investigation of Grb2 binding to the “differentiation 
subdomain” of the G-CSFR, the functional division of the cytoplasmic domain of the G-
CSFR was called into question. 
A yeast two-hybrid screening allowed the identification of the specific interaction partner 
112 of the unphosphorylated, thus inactive, G-CSFR. The anti-sense mRNA of 112 was 
detected in the murine OGFR and in further transcripts of the mouse, rat, and human. 
Surprisingly, it was impossible to detect the sequence 112, corresponding to its original 
reading direction, in the investigated tissues. Therefore, 112 codes for a part of a protein 
which could inhibit the binding of further signalling molecules via its interaction with the 
G-CSFR. The protein domain 112 could be a putative inhibitor of the G-CSFR being of 
therapeutic importance. The generation of a peptide of 112 could be conceivably inhibit the 
G-CSFR expressed on tumour cells and consequently blocking proliferation and 
metastasis.   
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A     Ampere 
Abb.     Abbildung 
Aminocapronsäure    6-Amino-n-Hexansäure 
AML     akute myeloische Leukämie   
amp     Ampicillin 
b     Base(n) 
bidest     bidestilliert 
bp     Basenpaar(e) 
BSA     Rinderserumalbumin 
C-     Carboxy- 
C     Cystein 
c-     zellulär   
°C     Grad Celsius     
ca.     zirka 
cDNA     komplementäre DNA     
Ci     Curie 
cpm     Zerfälle pro Minute (engl. counts per minute) 
CRH     Zytokinrezeptor homologe Region   
D     Asparaginsäure 
d.h.          das heißt      
dATP     2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat 
dCTP     2’-Desoxycytidin-5’- triphosphat 
DEPC     Diethylpyrocarbonat 
dest.     destilliert 
dGTP     2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat 
DMEM    Dulbecco’s modified essential medium 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
DNase     Desoxyribonuklease 
dNTP     2’-Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat 
DTT     Dithiothreitol 
dTTP     2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat 
dUTP     2’-Desoxyuridin-5’-triphosphat 
EDTA     Ethylendiamintetraacetat 
EPO     Erythropoetin 
Erk2     extracellular signal regulated kinase 
et al.     und andere (lat. et alii) 
etc.     und so weiter (lat. et cetera) 
F     Phenylalanin 
FACS     fluoreszenzaktivierte Zellsortierung    
     (engl. flourescence activated cell sorting) 
FCS      fötales Kälberserum 
FDC-P     factor dependent cell Paterson 
 g     Erdbeschleunigung 
g     Gramm 
G-CSF     Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor 
G-CSFR        G-CSF Rezeptor 
GFP     grünfluoreszierendes Protein 
GH     growth hormone 
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender               
Faktor 
gp     Glykoprotein 
Grb2     growth factor receptor binding protein 
GST     Glutathion-S-Transferase 
h     Stunde 
His     Histidin 
HPLC     high-performance liqiud chromatography 
IFN     Interferon 
Ig     Immunglobulin 
IL     Interleukin 
IPTG     Isopropylthiogalactosid 
JAK     Januskinase (just another kinase) 
kan     Kanamycin 
kb     Kilobasen 
kD     kilo-Dalton 
l     Liter 
LB     Luria broth 
Leu     Leucin 
LIF     leukemia inhibitory factor 
m     Milli- 
M     molar 
MAP     Mitogen aktivierte Proteinkinase 
MAPK    MAP Kinase 
MAPKK    MAPK Kinase 
M-CSF    Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 
Met     Methionin 
min     Minute(n) 
MOPS     3-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA    Boten-RNA (engl. messenger RNA) 
µ     mikro 
n     nano 
NP-40     Nonidet P-40 
OD     optische Dichte 
OGFR     opioid growth factor receptor 
p     Pico- 
P     Prolin 
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (engl. Phosphate 
buffered saline) 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase chain 
reaction)  
PEG     Polyethylenglycol 
pfu     plaquebildende Einheit (engl. plaque-forming unit) 
PMSF     Phenylisothiocyanat 
  
Ponceau S 3-Hydroxy-4-[2-sulfo-4-(sulfophenylazo)phenylazo]-
2-7-naphthalindisulfonsäure 
PRL     Prolaktin 
Q     Glutamin 
R     Rezeptor 
RNA     Ribonukleinsäure 
RNase     Ribonuklease 
rpm     Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 
rRNA     ribosomale RNA 
RT     Raumtemperatur 
RT-PCR    reverse Transkriptase PCR 
S   Svedberg (Einheit des Sedimentationskoeffizienten) 
s     Sekunde 
s.     siehe 
Sam68     Src associated in mitosis, 68 kd 
SCF     stem cell factor 
SCN     severe congenital neutropenia 
SDS     Natrium (engl. ‚sodium’)dodecylsulfat 
SH2     Src homology 
SHIP     SH2-containing Inositol 5’-Phosphatase 
SHP-2     SH2-containing protein tyrosine phosphatase-2 
SOS     Son of sevenless 
SSC     Natriumcitrat 
STAT     signal transducer and activator of transcription 
TAE     Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TCA     Trichloressigsäure 
TE     Tris-EDTA 
tet     Tetracyclin 
TPO     Thrombopoetin 
Tris     Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Trp     Tryptophan 
U     Units 
Ura     Uracil 
UV     Ultraviolett 
V     Volt 
v/v     Volumen/Volumen 
W     Tryptophan 
w/v     Masse/Volumen (engl. weight/volume) 
WT     Wildtyp 
X     beliebige Aminosäure 
Y     Tyrosin 
z.B.     zum Beispiel 
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1 Einleitung 
 
 
1.1 Hämatopoese  
 
Unter Hämatopoese versteht man den streng kontrollierten Prozeß der Entstehung reifer 
Blutzellen, d.h. die Bildung der Erythrozyten und der Leukozyten. Zu den Leukozyten 
zählen hämatopoetische Zellen ohne Hämoglobingehalt: dazu gehören Granulozyten, 
Monozyten und Lymphozyten. Als Erythrozyten werden Blutzellen mit Hämoglobin be-
zeichnet. Da hämatopoetische Zellen eine begrenzte Lebensdauer haben, müssen sie stän-
dig neu gebildet werden (Fuchs & Segre 2000). Normale Bildungsraten bewegen sich beim 
Erwachsenen in einer Größenordnung von 2,5 x 1011 Erythrocyten und 1,5 x 1010 Leuko-
zyten pro Tag. Reife Blutzellen stammen von einer vorwiegend im Knochenmark ruhenden 
Population pluripotenter Stammzellen ab. Diese teilt sich im Zuge der Hämatopoese 
asymmetrisch in eine pluripotente Stammzelle und in eine multipotente Vorläuferzelle. 
Diese multipotenten Vorläuferzellen differenzieren entlang bestimmter Linien, z.B. der 
erythrozytären-, megazytären-, granulozytären-, monozytären- oder lymphozytären Linie 
und bringen schließlich die funktionell verschiedenen Zelltypen des Blutes hervor (Kondo 
et al. 1997; Fuchs & Segre 2000). Die Differenzierung ist ein Prozeß, der über mehrere 
Stufen abläuft und mit einem schrittweisen Verlust der Pluripotenz einhergeht (Weissmann 
2000).  
 
 
1.2 Zytokine der Hämatopoese 
 
Die hämatopoetische Differenzierung führt zur Entstehung reifer Blutzellen morphologi-
scher und funktioneller Heterogenität. Ihre Entwicklung aus einer pluripotenten Stamm-
zelle wird durch das Vorhandensein zahlreicher Zytokine, sowie der zeitlich abgestimmten 
Expression ihrer Rezeptoren reguliert (Metcalf 1989). Hämatopoetische Wachstumsfakto-
ren sind Glykoproteine, die vorwiegend von Stromazellen, Makrophagen, Endothelzellen, 
Lymphozyten und Fibroblasten gebildet werden. Zu den Linien-unspezifischen und somit 
früh in der Hämatopoese aktiven Wachstumsfaktoren zählen IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-11, 
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SCF und GM-CSF. In der weiter fortgeschrittenen Blutbildung spielen die Linien-spezifi-
schen Zytokine, wie z.B. IL-5, EPO, TPO, M-CSF und G-CSF, die entscheidende Rolle. 
Sie stimulieren nicht nur die Proliferation, sondern induzieren auch die Differenzierung der 
jeweiligen Vorläufer zu reifen hämatopoetischen Zellen. Charakteristisch für Zytokine ist 
ihre überlappende biologische Aktivität mit anderen Wachstumsfaktoren (Kishimoto et al. 
1994). So können neben IL-6 u.a. auch IL-2, IL-4, IL-5 und γ-IFN die Antikörperproduk-
tion in B-Zellen stimulieren (Kishimoto et al. 1994). Die anfängliche Vermutung, daß 
jedes Zytokin nur spezifische Auswirkungen auf eine bestimmte Zielzelle hat, konnte nicht 
bestätigt werden. Die meisten Wachstumsfaktoren zeigen verschiedene biologische Effekte 
auf zahlreiche Zellen und Gewebe (Kishimoto et al. 1994). IL-6 z.B. ist ein solches multi-
funktionales Zytokin. Es spielt nicht nur bei der B-Zell Differenzierung des Immun-
systems, sondern auch im Rahmen des endokrinen-, hepatischen- und des neuralen 
Systems eine Rolle (Kishimoto et al. 1992). Zwischen den einzelnen Wachstumsfaktoren 
herrscht ein funktionelles Zusammenspiel, das die zelluläre Antwort beeinflußt, d.h. ver-
schiedene Zytokine verhalten sich in ihrer Wirkung synergistisch (Ikebuchi et al. 1987; 
Caracciolo et al. 1989; Demetri & Griffin 1991; Ulich et al. 1991) oder antagonistisch 
(Lopez et al. 1989).  
 
 
1.3 G-CSF und Granulopoese 
 
 Mehr als 70% der weißen Blutkörperchen sind neutrophile Granulozyten. Sie haben eine 
kurze Lebenszeit und müssen von pluripotenten Stammzellen im Knochenmark ständig 
neu gebildet werden. Während der Differenzierung zu reifen neutrophilen Granulozyten 
kommt es zu einen Proliferationsstop, zur Aktivierung von Neutrophilen spezifischen 
Genen und zu morphologischen Veränderungen der Zelle.  
Zahlreiche Zytokine, wie z.B. SCF, IL-3, IL-6, GM-CSF und G-CSF spielen zu verschie-
denen Zeitpunkten der Myelopoese eine wichtige Rolle und konnten dabei als positive Re-
gulatoren der Granulopoese identifiziert werden (Metcalf 1989, 1991). Die meisten dieser 
Wachstumsfaktoren fördern die Proliferation früher myeloider Vorläufer, dabei sind sie 
nur begrenzt in der Lage die Differenzierung zu reifen Granulozyten zu bewirken (Lopez 
et al. 1988; Suda et al. 1988; Molineux et al. 1991). G-CSF, das von aktivierten 
Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet wird (Kaushanski et al. 1988; 
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Zsebo et al. 1988), kann Proliferation und Differenzierung von neutrophilen Vorläufern 
stimulieren, sowie das Überleben von reifen Neutrophilen verlängern (Begley et al. 1986; 
Demetri & Griffin 1991). Ursprünglich wurde G-CSF als eine Substanz identifiziert, die in 
der Lage ist in Zellen der murinen myelomonozytären Leukämiezellinie WEHI-3BD+ eine 
Differenzierung zu granulozytären Zellen zu bewirken (Welte et al. 1985). G-CSF kann 
neben weiteren myeloiden Leukämiezellen auch auf normale hämatopoetische Vorläufer-
zellen, reife neutrophile Granulozyten und einige nicht hämatopoetische Zellen wirken 
(Platzer et al. 1985; Souza et al. 1986; Avalos 1996). Zahlreiche Beobachtungen belegen, 
daß G-CSF für eine normale Hämatopoese in vivo undenkbar ist. Ihm wird sowohl eine 
Aufrechterhaltung der „steady-state“ Produktion (Watari et al. 1989), als auch eine Funk-
tion als „Notfall-Faktor“ bei ansteigender Granulopoese zugeschrieben (Kawakami et al. 
1990).  
Klinisch findet rekombinantes G-CSF seine Anwendung u.a. zur Überwindung einer durch 
Chemotherapie induzierter Zytopenie nach autologer Knochenmarkstransplantation (Welte 
et al. 1987,1996; Gabrilove et al. 1988; Morstyn et al. 1988a) und bei Patienten mit 
Neutropenien, wie z.B. Kostmann Syndrom, zyklischer- und idiopathischer Neutropenie 
(Bonilla et al. 1989,1994; Hammond et al. 1989; Welte et al. 1990,1996; Jakubowski et al. 
1989). Die G-CSF Therapie beschleunigt die Freisetzung von neutrophilen Granulozyten 
und verringert so die Gefahr schwerer bakterieller und fungialer Infektionen (Welte et al. 
1996; Bronchud et al. 1988; Morstyn et al. 1988b, 1989). 
Anhand von G-CSF-/- Mäusen konnte gezeigt werden, daß G-CSF eine Hauptrolle in der 
Regulation der normalen und der Streßbedingungen unterworfenen Granulopoese spielt 
(Lieschke et al. 1994; Avalos 1996). Die Hypothese, daß G-CSF in multipotenten Vor-
läuferzellen eine Differenzierung zu myeloiden Zellen zur Folge habe, wurde von Yang et 
al. (1998) angezweifelt. Untersuchungen an Knockin-Mäusen deuteten ebenfalls darauf 
hin, daß G-CSF keinen Einfluß auf die terminale Differenzierung zu neutrophilen Granulo-
zyten hat, sondern lediglich an der Übermittlung einzelner, die biologische Aktivität von 
neutrophilen Granulozyten betreffender Signale beteiligt ist (Semerad et al. 1999), z.B. an 
der Inhibierung der Apoptose und somit ein längeres Überleben von Granulozyten mit sich 
bringt. 
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1.4 Expression des G-CSFR 
 
Der G-CSFR wird auf neutrophilen Vorläuferzellen, reifen Neutrophilen, Thrombozyten, 
Monozyten, einigen B- und T-Zellinien sowie auf zahlreichen myeloiden Leukämiezellen 
wie z.B. NFS-60, WEHI-3BD+ und HL-60, aber auch auf nicht-hämatopoetischen Zellen, 
wie z.B. auf Endothelzellen, Trophoblasten und zahlreichen Karzinomzellen, wie z.B. 
Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches, des Kolons, der Haut und der Blase, exprimiert 
(Begley et al. 1988; Bussulino et al. 1989; Uzumaki et al. 1989; Avalos et al. 1990; Noda 
et al. 1999; Mueller & Fusenig 1999). Reife Neutrophile exprimieren den G-CSFR in 
relativ niedriger Zahl, ca. 200-1000 Moleküle/Zelle (Avalos et al. 1990; Kyas et al. 1992). 
Die G-CSFR Expression ist ein Marker normaler myeloider Differenzierung und wird bei 
unreifen Granulozyten als Antwort auf G-CSF hochreguliert (Steinman & Tweardy 1994).  
 
 
1.5 Die Struktur des G-CSFR 
 
Der humane G-CSFR hat ein Molekulargewicht von ca. 13 - 15 kD (Nicola & Peterson 
1986; Fukunaga et al. 1990). Der Rezeptor besteht aus einer extrazellulären, einer trans-
membranen und einer zytoplasmatischen Domäne (Fukunaga et al. 1990). Er gehört zur 
Zytokinrezeptor-Superfamilie, deren Mitglieder sich durch vier konservierte Cysteinreste 
und ein Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin (WSXWS) Motiv im extrazellulären Be-
reich auszeichnen (Cosman et al. 1990). Die Rezeptoren für IL-2 bis IL-7 (Miyajima et al. 
1993), IL-9 (Renauld et al. 1992), IL-11 (Hilton et al. 1994), IL-12 (Chua et al. 1994), 
GM-CSF, EPO, TPO (Vigon et al. 1992), GH, PRL, gp130 (Hibi et al. 1990) werden eben-
falls dieser Familie von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren zugeordnet (Cosman et al. 
1990). Die aus 603 Aminosäuren bestehende extrazelluläre Domäne hat eine zusammenge-
setzte Struktur: sie besteht aus einer Ig-Domäne, einer für die Ligandenbindung essen-
tiellen Zytokinrezeptor homologen Region (CHR) und drei Fibronektin Typ III Domänen 
(Larsen et al. 1990). Der zytoplasmatische Bereich des G-CSFR besteht aus 183 Amino-
säuren und verfügt über vier Tyrosinreste (Y704, Y729, Y744 und Y764), die nach G-CSF 
Stimulation phosphoryliert werden. Innerhalb der Membran-proximalen Region der zyto-
plasmatischen Domäne des G-CSFR liegen Bereiche, deren Aminosäuresequenz Homo-
logien zu anderen Zytokinrezeptoren, wie z.B. zu gp130, EPOR, sowie zu den β-Ketten der 
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IL-2- und IL-3-Rezeptoren, aufweisen. Diese Bereiche werden Box 1 und Box 2 genannt 
und sind in allen Mitgliedern der Zytokinrezeptor Superfamilie wiederzufinden. Box 3 be-
findet sich in der Membran-distalen Region der zytoplasmatischen Domäne. Dieses kon-
servierte Motiv teilt seine Homologie nur mit gp130 (Hibi et al. 1990; Fukunaga et al. 
1991; Murakami et al. 1991).  
Sowohl durch Substitution der konservierten Prolinreste an den Positionen 639 und 641 
durch Alaninreste, als auch durch Kürzung des G-CSFR zwischen Box 1 und Box 2 konnte 
gezeigt werden, daß dieser Bereich für die Übermittlung proliferativer Signale essentiell ist 
(Avalos et al. 1993; Fukunaga et al. 1993; Ziegler et al. 1993). Das nächste aus 30-35 
Aminosäuren bestehende distal zu Box 2 gelegene Segment verstärkt die Proliferation in 
myeloiden Zellen (Dong et al. 1993). Das C-terminale Ende des G-CSFR spielt bei der 
Übermittlung der für die Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten essentieller 
Signale eine bedeutende Rolle (Dong et al. 1993; Fukunaga et al. 1993). Die Differen-
zierungsdomäne ist darüber hinaus in der Lage Apoptosesignale zu vermitteln (Dong et al. 
1996). Demnach kann die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR in funktionale Subdo-
mänen eingeteilt werden: in eine Proliferationsdomäne, eine die Proliferation verstärkende 
Region, sowie einen für die Differenzierung essentiellen Bereich. Diese Einteilung wird 
jedoch zunehmend in Frage gestellt, da gezeigt werden konnte, daß auch die „Differen-
zierungsdomäne“ an der Übermittlung mitogener Signale beteiligt ist (Ward et al. 1999d). 
Koay und Sartorelli (1999) postulierten, daß verschiedenen Regionen des G-CSFR an der 
Übermittlung von Differenzierungssignalen beteiligt seien. 
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Abb. 1-1. Schematische Darstellung des G-CSFR. Seine extrazelluläre Domäne setzt 
sich aus der Ig-ähnlichen Domäne, der Zytokinrezeptor homologen Region (CRH) mit vier 
konservierten Cysteinresten (CCCC) und einem Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin 
Motiv (WSXWS), sowie drei Fibronektin III Einheiten zusammen. Die zytoplasmatische 
Domäne zeigt neben den Box 1-3 Motiven die vier Tyrosinreste (Y) des G-CSFR. Die 
Bindung von G-CSF führt zur Dimerisierung des Rezeptors und anschließender 
Phosphorylierung der Tyrosinreste. Der G-CSFR kann Überlebens-, Proliferations- und 
Differenzierungssignale übermitteln. 
 
 
 
1.6 G-CSFR Isoformen 
 
Der G-CSFR verfügt zusätzlich zum WT über acht weitere Isoformen. Bisher wurden drei 
lösliche Varianten des G-CSFR (Klasse II) identifiziert. Eine wird von der Leukämie-
zellinie U937 (Fukunaga et al. 1990), zwei weitere werden von reifen myelomonozytären 
Zellen exprimiert (Iwasaki 1999). Die überwiegend exprimierte Form (WT, Klasse I) hat 
einen C-Terminus von 183 Aminosäuren und wurde sowohl in der Plazenta als auch in 
U937 Zellen nachgewiesen (Fukunaga et al. 1990; Larsen et al. 1990). Eine in der Plazenta 
identifizierte Isoform „17’“ zeigt zwischen Box 1 und Box 2 eine Insertion von 27 Amino-
säuren (Klasse III). Diese führt zu keiner Verschiebung des Leserasters. Ebenfalls in der 
Plazenta wurde eine Variante des G-CSFR „D7“ (Klasse IV) mit einem durch eine Dele-
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tion von 87 Aminosäuren hervorgerufenen veränderten C-Terminus von 34 Aminosäuren 
ausfindig gemacht (Larsen et al. 1990). Diese Isoform wurde ebenfalls in neutrophilen 
Granulozyten identifiziert und als „DC“ bezeichnet (Dong et al. 1993). Eine weitere Iso-
form des G-CSFR „SD“ (Klasse V) zeigt einen C-Terminus, der sich ebenso wie die 
Rezeptoren der Klasse IV um 34 Aminosäuren vom WT unterscheiden (Dong et al. 
1995b). Bernard et al. (1996) fanden in neutrophilen Granulozyten zwei weitere Varianten 
des G-CSFR. Einer der G-CSFR weist eine Deletion von 82 bp in Exon 16 auf. Die Ver-
schiebung des Leserasters hat einen veränderten C-Terminus zur Folge, so daß diese Iso-
form nur noch in ihrer extrazellulären Domäne mit dem WT übereinstimmt. Die andere  
G-CSFR Variante „ 15’ “ zeigt eine Insertion in der C-terminalen Hälfte des dritten Fibro-
nektins und führt zu keiner Veränderung der zytoplasmatischen Domäne.  
Die physiologische Bedeutung der verschiedenen G-CSFR Isoformen und die Regulation 
ihrer Expression sind bisher noch unklar. Es wird vermutet, daß die löslichen G-CSFR mit 
den membrangebundenen Varianten um die Bindung von G-CSF konkurrieren und so als 
negative Regulatoren der Myelopoese fungieren (Iwasaki et al. 1999). Die verkürzten  
G-CSFR Formen wurden vorwiegend auf myeloiden Leukämiezellen identifiziert (Dong et 
al. 1995b; White et al. 1998). Bisher konnte jedoch nicht geklärt werden, ob es sich dabei 
um einen Teil eines leukämischen Phänotyps oder um eine Abnormalität der untersuchten 
Patienten, die in keinem Zusammenhang zur malignen Entartung steht, handelt (Bernard et 
al. 1996; White et al. 1998)  
 
 
1.7 Die Bedeutung des G-CSFR bei SCN  
 
SCN zeichnet sich durch einen Ausreifungsstop der Vorläuferzellen von neutrophilen 
Granulozyten auf der Ebene der Promyelozyten und Myelozyten im Knochenmark und 
infolgedessen durch einen Mangel an reifen neutrophilen Granulozyten (weniger als  
200µl-1) im peripheren Blut aus (Kostmann 1956, 1975). Unter G-CSF Therapie wird die 
Freisetzung von neutrophilen Granulozyten beschleunigt und so die Gefahr schwerer 
bakterieller und fungialer Infektionen verringert (Bonilla et al. 1989; Dale et al. 1993). Die 
Patienten zeigen trotz normaler bis erhöhter Anzahl an Rezeptoren auf Neutrophilen, sowie 
normaler Bindungsaffinität eine verminderte Antwort auf G-CSF (Kyas et al. 1992). 
Mempel et al. (1991) beobachteten außerdem bei SCN-Patienten normale oder erhöhte 
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Spiegel an biologisch aktivem G-CSF. Folglich könnte dem Kostmann-Syndrom ein De-
fekt in der Signaltransduktion des G-CSFR zugrunde liegen. Gestützt wird diese Ver-
mutung durch die Beobachtung von Rauprich et al. (1995), die bei unter G-CSF Therapie 
stehenden SCN-Patienten eine verstärkte Autophosphorylierung von JAK2 zeigten. Diese 
könnte zur bevorzugten Übermittlung mitogener Signale und somit zu einem Differen-
zierungsstop führen, wie er bei Patienten mit Kostmann-Syndrom zu beobachten ist.  
15 bis 20 % der SCN-Patienten zeigen Mutationen im G-CSFR Gen, die alle zu einem ver-
kürzten C-Terminus führen (Dong et al. 1994, 1995a, 1997; Tidow et al. 1997). Durch die 
Transfektion von murinen Zellinien mit diesen trunkierten Rezeptoren konnte eine ver-
stärkte Proliferation als Antwort auf G-CSF-Stimulation gezeigt werden. Außerdem waren 
die Zellen nicht mehr in der Lage zu differenzieren: eine mit der in-vivo Myelopoese von 
SCN-Patienten vergleichbaren Beobachtung (Dong et al. 1993, 1995a).  
Patienten mit Kostmann-Syndrom scheinen außerdem eine erhöhte Prädisposition für die 
Entwicklung einer AML zu haben (Freedman et al. 2000). Deshalb wird das Kostmann-
Syndrom auch als präleukämisches Syndrom bezeichnet. Interessanterweise zeigen alle 
Patienten, die eine Leukämie entwickelt haben Mutationen im G-CSFR Gen. Diese 
Beobachtung weist auf eine Rolle der Rezeptormutationen in der Leukämogenese hin. 
 
 
1.8 Signaltransduktion des G-CSFR 
 
Der G-CSFR bindet G-CSF mit großer Affinität als Homodimer und kann der Zelle sowohl 
zur Proliferation, als auch zur Differenzierung wichtige Signale vermitteln. Der Rezeptor 
verfügt selbst über keine intrinsische Kinaseaktivität, kann aber im Zuge der Signaltrans-
duktion zytoplasmatische Tyrosinkinasen, wie z.B. Mitglieder der JAK Familie aktivieren 
(Isfort et al. 1990; Demetri & Griffin 1991; Ihle et al. 1994; Avalos et al. 1997). Die Sub-
stitution des in Zytokinrezeptoren konservierten Tryptophanrestes 650 durch einen 
Argininrest führte dazu, daß JAK2 nicht mehr an den G-CSFR binden konnte. Dabei 
wurde die Transduktion mitogener Signale unterbunden, die Differenzierung zu 
neutrophilen Granulozyten blieb jedoch unbeeinflußt (Barge et al. 1996). Mutationen im 
proximal zur Membran gelegenen PDP-Motiv der zytoplasmatischen Domäne verhindern 
ebenfalls die Bindung der JAK und damit die Übermittlung proliferativer Signale (Avalos 
et al. 1997). Gemäß dieser Beobachtungen scheinen die JAK an den Membran-proximalen 
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Teil, mit den Box-1- und Box-2-Motiven, des G-CSFR zu binden. Unklar ist bisher, ob 
diese Bindung direkt oder unter Beteiligung von Adaptermolekülen erfolgt (Nicholson et 
al. 1995; Barge et al. 1996). Möglicherweise bildet die prolinreiche Box-1-Sequenz eine 
Sekundärstruktur, die für die Bindung der JAK essentiell ist, aus (Avalos 1996). 
Bei zahlreichen Zytokinrezeptoren wurde bereits eine Beteiligung der STAT Moleküle 
beschrieben (Ihle & Kerr 1995; Ihle 1995; Taniguchi 1995; Mui et al. 1996; Nakajima et 
al. 1996; O’Farrell et al. 1996). Die JAK können nach ihrer Autophosphorylierung sowohl 
den G-CSFR, als auch Mitglieder der STAT-Familie phosphorylieren. STAT-Proteine 
dimerisieren im aktivierten Zustand und wandern in den Zellkern. Dort binden sie an 
charakteristische Enhancer-Sequenzen und regen so die Gentranskription an. Die Dimeri-
sierung erfolgt über eine Phosphotyrosin/SH2-Domänen vermittelte Interaktion, dabei 
kann es zur Ausbildung von homo- und heterodimeren STAT Komplexen kommen. Im 
Rahmen der Signaltransduktion des G-CSFR wurden sowohl STAT3 Homodimere, 
STAT3:STAT5- als auch STAT1:STAT3 Heterodimere beobachtet. Die STAT-Proteine 
können aber auch über ihre SH2-Domäne direkt oder über JAK mit dem G-CSFR asso-
ziieren. Tyrosinrest 704 und seine flankierenden Aminosäurereste stellt ein mögliches 
STAT3 Bindungsmotiv (YXXQ) dar (Stahl et al. 1995). Es wird vermutet, daß weitere 
Tyrosinreste des G-CSFR STAT3-Moleküle binden können (Nicholson et al. 1995; 
Chakraborty et al. 1999; Ward et al. 1999b). Ward et al. (1998 und 1999c) konnten eine 
zusätzliche STAT3 Aktivierung über die Tyrosinreste 729 und 744 zeigen. Eine tyrosin-
unabhängige, Adapterprotein vermittelte Bindung von STAT3 an den G-CSFR kann eben-
falls nicht ausgeschlossen werden (Ward et al. 1999b). Sie ziehen außerdem eine STAT3 
Aktivierung über die als Adapterprotein fungierende Tyrosinkinase Lyn in Betracht, da 
Lyn einerseits eine STAT3 Bindungsstelle zeigt und andererseits mit dem G-CSFR 
konstitutiv assoziiert zu sein scheint (Corey et al. 1994; Ward et al. 1999b ). Die Akti-
vierung der STAT-Proteine führt zur Übermittlung proliferativer Signale. Nicholson et al. 
(1995) konnten einen hohen Spiegel an tyrosinphosphoryliertem STAT3 auch ohne das 
Vorhandensein der Proliferationsdomäne nachweisen, deshalb postulierten sie, daß STAT3 
für die Proliferation nicht essentiell sei. Neuere Daten sprechen dafür, daß STAT3 für die 
Kontrolle der Differenzierung und STAT5 für Proliferation und Überleben von myeloiden 
Zellen verantwortlich sind (Ward et al. 1999c).  
Neben dem JAK/STAT-Signaltransduktionsweg übermittelt der G-CSFR Signale über den 
p21ras-Signaltransduktionsweg. Eine Aktivierung des Ras-MAPK-Weges führt zu G-CSF 
induzierter Proliferation (Barge et al. 1996). Es wird vermutet, daß verschiedene Ab-
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schnitte des G-CSFR in der Lage sind MAPK zu aktivieren (Rausch et al. 1997; Ward et 
al. 1999a). Die Verbindung vom phosphorylierten G-CSFR zum Ras-MAPK-Signaltrans-
duktionsweg kann über die Signalmoleküle Grb2, Shc und SHP-2 hergestellt werden (De 
Koning et al. 1996; Rausch et al. 1997; Ward et al. 1999a, 1999c). Grb2 kann direkt oder 
als Komplex mit SHP-2 bzw. Shc über Tyrosinrest 764 mit dem G-CSFR assoziieren, SOS 
binden und so zur Aktivierung von p21ras führen (Li et al. 1993; Egan et al. 1993; Rausch 
et al. 1997). Möglich ist außerdem eine Bindung des SHP-2/Grb2-Komplexes an Tyrosin-
rest 704 mit anschließender p21ras-Aktivierung. Weitere beobachtete Grb2 Komplexe sind: 
p145/Shc/Grb2 sowie p90/Grb2 (De Koning et al. 1996). Diese könnten ebenfalls eine 
Verbindung zum Ras-MAPK-Signaltransduktionsweg herstellen.  
Bei p145 könnte es sich um die Phosphatase SHIP handeln, denn Hunter et al. (1998) 
konnten SHIP mit Shc co-immunpräzipitieren und postulierten eine Bindung von SHIP 
über Shc an Tyrosinrest 764. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1-2. Schematische Darstellung eines Modells der Signaltransduktion des   
G-CSFR.  
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Wie Abb. 1-2 entnommen werden kann vermittelt der G-CSFR Signale über den p21ras- 
und den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg. Als direkte Bindungspartner wurden bisher 
nur SHP-2, Shc und Grb2 identifiziert (Ward et al. 1999a). Zahlreiche andere 
Wechselwirkungspartner werden vermutet, eine Adapterprotein-vermittelte Interaktion 
kann dabei jedoch nicht ausgeschlossen werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun weitere Bindeproteine des G-CSFR ausfindig ge-
macht werden: Im Vordergrund stand die Identifikation von Interaktionspartnern des inak-
tiven G-CSFR, da die meisten Untersuchungen bisher am stimulierten und somit 
tyrosinphosphorylierten Rezeptor vorgenommen wurden. Mittels GST-pull-down-Experi-
menten sollten Wechselwirkungspartner sowohl des phosphorylierten, als auch des nicht 
phosphorylierten Rezeptors ausfindig gemacht und bei Identifikation eines solchen näher 
charakterisiert werden. Einen Ausblick auf weitere Interaktionspartner und ihre Bindungs-
eigenschaften sollte mittels 35S-metabolischer Zellmarkierung gewonnen werden. 
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2  Material und Methoden 
 
 
2.1 Materialien 
 
2.1.1 Chemikalien 
 
Acrylamid       Serva, Heidelberg 
Agarose       Gibco-BRL, Eggenstein 
Aminocapronsäure       Roth, Karlsruhe 
Aminosäuren, diverse      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Aminotriazol       Roth, Karlsruhe 
Ammoniumacetat      Roth, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat      Roth, Karlsruhe 
Ammoniumsulfat      Roth, Karlsruhe 
Bacto-Agar       Difco Lab., Detroit, USA 
Benzamidin       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Bromphenolblau      Serva, Heidelberg 
Bovines Serum Albumin      Roth, Karlsruhe 
Calciumchlorid    Roth, Karlsruhe 
Casaminosäuren       Gibco-BRL, Eggenstein 
Chloroform       Merck, Darmstadt 
Cholinchlorid    Roth, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blau     Merck, Darmstadt 
dATP-Stammlösung      Roche Diagnostics, Mannheim 
D-Ca-Pantothenat    Gibco-BRL, Eggenstein 
dCTP-Stammlösung      Roche Diagnostics, Mannheim 
dGTP-Stammlösung      Roche Diagnostics, Mannheim 
Dimethylsulfoxid       Roth, Karlsruhe 
Dinatriumethylendiamintetraacetat    Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat      Roth, Karlsruhe 
Dithiothreitol        Roche Diagnostics, Mannheim 
DMEM-Medium       Gibco-BRL, Eggenstein 
dNTP-Stammlösung      Roche Diagnostics, Mannheim 
Ethylendiamintetraacetat      Roth, Karlsruhe 
Eisennitrat     Merck, Darmstadt 
Essigsäure        Merck, Darmstadt 
Ethanol       Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid      Roche Diagnostics, Mannheim 
Fötales Kälberserum       Gibco-BRL, Eggenstein 
Folsäure    Gibco-BRL, Eggenstein 
Formaldehyd 37 % (v/v)     Roth, Karlsruhe 
Formamid       Merck, Darmstadt 
-Material und Methoden- 14 
Gelatine    Roth, Karlsruhe 
Giemsa-Lösung    Merck, Darmstadt 
Glucose    Roth, Karlsruhe 
Glutamin        Gibco-BRL, Eggenstein 
Glycerin       Roth, Karlsruhe 
Glycin    Roth, Karlsruhe 
Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor  Amgen, Thousand Oaks, USA 
Hefeextrakt       Gibco-BRL, Eggenstein 
Heringssperma-DNA      Gibco-BRL, Eggenstein 
HPLC-Wasser       T.J. Baker, Deventer, Holland 
i-Inositol    Gibco-BRL, Eggenstein 
Indolacrylsäure      Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
Isoamylalkohol      Roth, Karlsruhe 
Isopropanol       Merck, Darmstadt 
Isopropylthiogalactosid     Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid       Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat     Merck, Darmstadt 
Kanamycin       Gibco-BRL, Eggenstein 
Lithiumacetat       Roth, Karlsruhe 
Lithiumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid       Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat       Merck, Darmstadt 
Maltose       Roth, Karlsruhe 
May-Grünwald Farblösung     Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
β-Mercaptoethanol      Serva, Heidelberg 
Methanol       Baker 
N,N’-Methylenbisacrylsäureamid     Bio-Rad, München 
3-Morpholinopropansulfonsäure     Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat       Merck, Darmstadt 
Natriumazid        Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Natriumcitrat       Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat      Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat    Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid       Merck, Darmstadt 
Natriumorthovanandat      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Natriumpyruvat    Gibco-BRL, Eggenstein 
Nicotinamid    Roth, Karlsruhe 
NP-40        Roche Diagnostics, Mannheim 
Penicillin    Sebak, Aidenbach 
Pepton        Roth, Karlsruhe 
Phenol        Roth, Karlsruhe 
Phenolrot    Gibco-BRL, Eggenstein 
Phenylmethylsulfonylfluorid     Sigma-Aldrich, Deisenhofen  
Ponceau S       Roth, Karlsruhe 
Polyethylenglycol 4000     Merck, Darmstadt 
Proteinmarker    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Pyridoxal     Gibco-BRL, Eggenstein 
Riboflavin    Roth, Karlsruhe 
RPMI 1640        Gibco-BRL, Eggenstein 
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Salzsäure        Merck, Darmstadt 
Sodiumdodecylsulfat       ICN, Eschwege 
Streptomycinsulfat    Sebak, Aidenbach 
Tetracyclin       Roche Diagnostics, Mannheim 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin   Serva, Heidelberg  
Thiamin        Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trichloressigsäure       Roth, Karlsruhe 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan    Roth, Karlsruhe  
Triton-X       Serva, Heidelberg 
Trypanblau       Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trypton        Roth, Karlsruhe 
Tween 20       Roth, Karlsruhe 
Xylenzyanol       Serva, Heidelberg 
Yeast Nitrogen Base      Gibco-BRL, Eggenstein 
(ohne Ammoniumsulfat, ohne Aminosäuren)  
 
 
2.1.2 Enzyme und ihre Puffer 
 
Restriktionsendonukleasen wurden von Roche Diagnostics (Mannheim) und Stratagene 
(Heidelberg) bezogen und mit den mitgelieferten Puffern verwendet. 
 
Alkalische Phosphatase aus Kälberdarm (CIP)  Roche Diagnostics, Mannheim 
AmpliTaq FS BigDye Terminator    Perkin Elmer, Weiterstadt 
DNase I       Roche Diagnostics, Mannheim 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I   Roche Diagnostics, Mannheim 
Proteinase K       Roche Diagnostics, Mannheim 
RNasin       Stratagene, Heidelberg 
SP6-RNA-Polymerase, 5 x Transkriptionspuffer  MBI Fermentas, ST. Leon-Rot 
T4-DNA-Ligase, 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer  Roche Diagnostics, Mannheim 
Taq-Polymerase,10 x Taq-Polymerase-Puffer   Stratagene, Heidelberg 
 
 
2.1.3 Antikörper 
 
Anti-c-Abl       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-CD11c       Becton Dickinson, Frankfurt 
Anti-CD14        Becton Dickinson, Frankfurt 
Anti-c-Src       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-Erk2       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-G-CSFR (C20)      Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-G-CSFR (M20)      Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-G-CSFR       Pharmingen, Frankfurt 
Anti-G-CSFR       Anogen, Mississauga, Canada 
Anti-Gr-1       Becton Dickinson, Frankfurt 
Anti-Grb2       Upstate, Lake Placid, USA 
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Anti-LexA       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-Lyn       Upstate, Lake Placid, USA 
Anti-Phosphotyrosin (4G10)     Upstate, Lake Placid, USA  
Anti-Sam68       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-Shc       Upstate, Lake Placid, USA 
Anti-SHP-1       Upstate, Lake Placid, USA 
Anti-STAT 1       Santa Cruz Biotechnol., USA 
Anti-Tyk2       Upstate, Lake Placid, USA 
 
 
2.1.4 Radioaktive Substanzen 
 
[125J] anti-mouse IgG      ICN, Eschwege 
[125J] anti-rabbit IgG       ICN, Eschwege 
[α-32P]dCTP       Hartmann, Braunschweig 
[α-32P]dUTP       Hartmann, Braunschweig 
[35S]-Trans-35S-Label      ICN, Eschwege  
 
 
2.1.5 Sonstige Materialien 
 
2.1.5.1 Verwendete Kit 
Jet Nick Probe Purification after Labeling Kit    Genomed, Bad Oeynhausen 
Megaprime DNA labelling Kit RPN 1606/7                        Amersham Buchler,  
Braunschweig 
PolyATract mRNA Isolation System    Promega, Mannheim 
Qiagen Plasmid Maxipräparations Kit   Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit     Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit     Qiagen, Hilden 
RNeasy Miniprep Kit      Qiagen, Hilden  
 
2.1.5.2 Weitere Materialien 
Bio MaxTM MR Röntgenfilm     Kodak, Rochester,USA 
Bottletop Filter      Millipore, Eschborn 
Deckgläser       IDL, Nidderau 
Einmal-Sterilfilter (0,2 µm)     Schleicher & Schüell, Dassel 
Elektroporationsküvette (0,1 cm)    Bio-Rad, München 
ExpressHybTMHybridisation Solution   Clontech, Heidelberg 
FACS-Röhrchen      Sarstedt, Nümbrecht 
Filmkassette mit Verstärkerfolie    DuPont, USA 
Filterkarte        Hettich, Tuttlingen 
Glasperlen (∅ 0,45 mm)     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Glutathion-Sepharose 4B     Pharmacia, Freiburg 
Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot Clontech, Heidelberg 
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1,5-ml-Kryoröhrchen      Falcon, Heidelberg 
λ-DNA       Roche Diagnostics, Mannheim 
Mikroreaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)  Eppendorf, Hamburg 
Mouse Kidney 5’-Stretch Plus cDNA Library  Clontech, Heidelberg 
Mouse Lane Multiple Tissue Northern (MTN )TM Blot  Clontech, Heidelberg 
Neubauer-Zählkammer     Kühn & Bayer, Nidderau  
Objektträger       IDL, Nidderau 
Oxalyticase-Stammlösung     Arbeitsgruppe Dr. Binz 
Parafilm       Jürgens-Omnilab, Hannover 
Petrischalen (90 mm, 140 mm)    Greiner, Nürtingen 
pGEM-T-Vektor-System     Promega, Mannheim 
pGEX-Expressionsvektoren (pGEX-2T und pGEX-5x-1) Pharmacia, Freiburg 
Protran BA Nitrocellulose Membran    Schleicher & Schuell, Dassel 
pVP16-cDNA-Bibliothek     Hollenberg, Fred Hutchinson 
Cancer Research Center, 
Seattle, USA 
Reaktionsgefäße (15 ml, 50 ml)    Falcon, Heidelberg 
Schalen für die Zellkultur (90 mm, 140 mm)  Greiner, Nürtingen 
Sequenzierreaktionsgefäß mit Gummiseptum  Perkin Elmer, Weiterstadt 
Skalpell       Jürgens-Omnilab, Hannover 
Spritzen, diverse Größen     Braun, Melsungen 
Szintillationsflüssigkeit     Roth, Karlsruhe 
Trasylol       Bayer, Leverkusen 
Whatmann 3MM-Papier      Pierce, Rockford, USA 
X-OMATTM AR Röntgenfilm    Kodak, Rochester,USA 
Zytokammer       Hettich, Tuttlingen 
 
 
2.1.6 Geräte 
 
ABI PRISM 310      Perkin Elmer, Weiterstadt 
Bakterienschüttler      GFL, Burg    
β-Szintillationszähler      Beckmann, München   
Brutschränke       Memmert, Schwabach 
Elektrophoresekammer für Agarose-Gele Eigenbau der Zentralwerkstatt 
Keutz, Reiskirchen 
Elektrophoresekammer für SDS-Polyacrylamid-Gele Eigenbau der Zentralwerkstatt 
Keutz, Reiskirch 
Elektroporationsgerät      Bio-Rad, München 
FACScalibur        Becton Dickinson, Heidelberg 
Forschungsmikroskop     Leica, Bensheim 
-20 °C Gefrierschrank     Liebherr, Mannheim  
-80 °C Gefriertruhe      Forma Scientific, Göttingen 
Geltrockner Eigenbau der Zentralwerkstatt 
Keutz, Reiskirch 
Glasküvette       Hellma, Müllheim 
GSA-Rotor       Ivan Sorvall, USA 
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Hybridisierungsofen und -röhren    Appligene-Oncor, Heidelberg 
Quarzküvette       Hellma, Müllheim 
Semi-Dry-Blot-Apparatur Eigenbau der Zentralwerkstatt 
Keutz, Reiskirchen 
Sonifikator       Branson 
Sorvall Zetrifugen-Becher     DuPont, USA 
Sorvall-Ultraspeed-Zentrifuge    Ivan Sorvall, USA 
Speed-vac       Hereaus Christ, Köln 
Spektralphotometer      Hereaus Christ, Köln 
SS-34 Rotor       Ivan Sorvall, USA 
Stromspannungsquelle     Biometra, Göttingen 
Thermoblock       Eppendorf, Hamburg 
Thermocycler       Biometra, Göttingen 
Tischzentrifuge       Hettich, Tuttlingen 
Tischzentrifuge      Eppendorf, Hamburg 
UV-Lampe       Vilber Lourmat, Frankreich 
Vibromixer       Eppendorf, Hamburg 
Wasserkocher       Köttermann, Hänigsen 
Werkbank für die Zellkultur     Hereaus Christ, Köln 
 
 
2.1.7 Puffer 
 
Acrylamid-Lösung: 30 % Acrylamid, 0,8 % N,N’-Methylenbisacrylsäureamid 
Anodenpuffer I: 300 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol. Der pH-Wert sollte bei 10,4 liegen.  
Anodenpuffer II: 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol. Der pH-Wert sollte bei 10,4 liegen.  
Blocking-Lösung: TBST, 3 % (w/v) BSA 
Blocking-Lösung für Hefe Blots: TBST, 5 % (w/v) Trockenmilch 
Bromphenolblau-Lösung: 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (w/v) Natriumazid 
Calciumchlorid-Lösung: 50 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl pH 8,0 
Coomassie-Blau-Färbelösung: 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure, 0,25 % (w/v) 
Coomassie Brilliant Blau. Der Farbstoff wird in Aqua bidest und Methanol unter Rühren 
gelöst. Danach wird die Essigsäure zugegeben und das Gemisch durch Whatmann 3MM-
Papier filtriert.  
Deionisiertes Formamid: Zum Deionisieren wird 1 g Dowex XG8 Mischbettmatrix in 
100 ml Formamid gegeben und für 1 h gerührt. Danach wird die Lösung durch einen 
Faltenfilter filtriert. 
Denaturierungslösung für Northern Blot: 10 mM NaCl, 50 mM NaOH 
Denaturierungslösung für das Screening der λ-Phagenbank: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH 
DEPC-behandeltes Wasser oder Lösungen: Zur Behandlung mit DEPC wird Aqua bidest 
bzw. die zu behandelnde Lösung mit 0,1 % (v/v) DEPC versetzt und für mindestens 
30 min bei Raumtemperatur gerührt. Es folgt eine Inkubation bei Raumtemperatur für 
mindestens 12 Stunden, anschließend wird die Flüssigkeit autoklaviert. DEPC ist ein 
starkes Karzinogen und sollte deshalb nur unter dem Abzug gehandhabt werden. 
DMSO-Lösung: 14 % (v/v) DMSO in FCS 
Ethidiumbromid-Färbelösung: handelsübliche, fertige Ethidiumbromid-Stammlösung wird 
mit Aqua bidest auf eine finale Konzentration von 20 µg/ml verdünnt. 
Entfärbelösung: 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure 
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Kathodenpuffer: 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol, 40 mM 6-Amino-n-Hexansäure. Der 
pH-Wert sollte bei 9,4 liegen. 
10 x Klenow-Puffer: 0,5 M Tris-HCl pH 7,2, 0,1 M MgS04, 1 mM DTT und 0,5 mg 
BSA/ml 
10 x Laufpuffer: 144 g Glycin, 30 g Tris-Base, 10 g SDS. Mit Aqua bidest auf 1 l auffüllen. 
LiAc/TE-Puffer: 100 mM LiAc, 0,5 x Puffer TE 
LiAc/TE/PEG-Lösung: 100 mM LiAc, 40 % PEG-3350, 1 x Puffer TE 
Lysispuffer zur Isolierung der Hefeplasmid-DNA: 2,5 M LiCl, 50 mM Tris-HCl pH 8,0,  
4 % (v/v) Triton-X, 62,5 mM Na2EDTA 
10 x MOPS-Puffer: 0,4 M MOPS, 100 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA. Der pH-Wert 
wird mit 10 N NaOH-Lösung auf pH 7,0 eingestellt. 
200 mM Na3VO4-Stammlösung: Es wird eine 200 mM Na3VO4-Lösung hergestellt. Ihr pH-
Wert wird mit 10 N NaOH-Lösung auf pH 10,0 eingestellt. Bei diesem pH-Wert hat die 
Stammlösung eine gelbe Farbe. Anschließend wird sie solange gekocht, bis die Flüssigkeit 
farblos ist. Hat die Lösung wieder Raumtemperatur erreicht wird der pH-Wert überprüft. 
Einstellen des pH-Wertes, kochen der Lösung und überprüfen des pH-Wertes wird so 
lange durchgeführt, bis sich dieser auch bei Raumtemperatur bei pH 10,0 stabilisiert hat. 
Die Stammlösung wird als Aliquots zu je 100 µl in 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäßen bei  
–20 °C weggefroren. 
Neutralisierungslösung für Northern Blot: 0,1 M Tris-HCl pH 7,5 
Neutralisierungslösung für das Screening der λ-Phagenbank: 1 M Tris-HCl pH 7,4, 1,5 M 
NaCl 
PBS-Puffer: 130 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4. Der pH-
Wert wird mit 5 N HCl-Lösung auf pH 7,2 eingestellt.  
Ponceau-S-Gebrauchslösung: 0,2 % Ponceau S, 3 % TCA 
4 x Proben-Aufragepuffer für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese: 1ml Proben-
Puffer-Stammlösung, 200 µl Bromphenolblau-Lösung, 200 µl β-Mercaptoethanol 
6 x Proben-Aufragepuffer für DNA-Gele: 30 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Bromphenol-
blau in Aqua bidest. Der Puffer wird bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
10 x Proben-Aufragepuffer für RNA-Gele: 0,4 % (w/v) Bromphenolblau, 0,4 % (w/v) 
Xylenzyanol, 50 % (v/v) Glycerin, 1 mM EDTA 
Proben-Puffer-Stammlösung: 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerin, 8 mM Tris-HCl pH 6,8 
10 x Proteinase-K-Puffer: 500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8,0, 100 mM Tris-HCl pH 8,0 
Puffer AM: 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 10% Glycerin, 0,5% NP-40, 150 mM NaCl, 1 mM 
MgCl2, 1 mM CaCl2, 1 mM KCl, 1mM Benzamidin, 1mM PMSF, 2 mM Na3VO4, 1 % 
Trasylol. Benzamidin, PMSF, Na3VO4 und Trasylol werden erst unmittelbar vor der Ver-
wendung des Puffers zugegeben.  
Puffer SM: 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4 x 7H2O, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,01 % (w/v) 
Gelatine. Der Puffer wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. Es bietet sich an die Gela-
tine mit einer 2 %-igen Gelatine-Lösung auf die gewünschte Konzentration von 0,01 % 
einzustellen. 
Sammelgel: 1,67 ml Acrylamid-Lösung, 1,25 ml 1M Tris-HCl pH 6,8, 7,3 ml Aqua bidest, 
50 µl 20 % SDS, 15 µl TEMED und 50 µl 10 %-ige Ammoniumpersulfat-Lösung 
20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M tri-Natriumcitrat. Der pH-Wert wird mit 10 N NaOH-Lösung 
auf pH 7,0 eingestellt.  
50 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer): 2 M Tris-Base, 1 M Essigsäure, 0,1M EDTA 
pH 8,0, Der pH-Wert wird gegebenenfalls mit konzentrierter Essigsäure auf pH 8,3 einge-
stellt. Den Puffer vor Gebrauch 1:50 (v/v) mit Aqua bidest verdünnen. 
10 x TBS: 1,37 M NaCl, 2 M Tris. Der pH-Wert wird mit 10 N HCl auf 7,3 eingestellt.  
TBST: 1 x TBS, 0,1 % Tween 20,  
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TE-Puffer pH 8,0 (Tris-EDTA-Puffer): 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0 
Trenngel 11 %: 11 ml Acrylamid-Lösung, 11,2 ml 1M Tris-HCl pH 8,8, 7,7 ml Aqua 
bidest, 150 µl 20 % SDS, 30 µl TEMED und 150 µl 10 %-ige Ammoniumpersulfat-
Lösung 
Trypanblaulösung: 0,5 % (w/v) Trypanblau und 0,9 % (w/v) NaCl in PBS gelöst  
 
 
2.1.8 Nährmedien  
 
2.1.8.1 Nährmedien für die Bakterienkultur 
Agar-Stammlösung: Es werden 15 g Bacto-Agar in 700 ml Aqua bidest eingewogen, auto-
klaviert und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. 
Ampicillin-Stammlösung: Es werden 10 mg des Ampicillin-Salzes/ml Aqua bidest gelöst. 
Induktionsmedium: zur Herstellung von 1 l Induktionsmedium werden 200 ml modifi-
ziertes 5 x M9-Medium, 1 mM MgSO4, 2 % (w/v) Glucose, 0,1 % (w/v) Casaminosäuren, 
100 µl Thiamin-HCl (0,5 % (w/v)), 50 µg/ml Kanamycin, 12,5 µg/ml Tetracyclin,  
50 µg/ml Ampicillin und 10 µg/ml Indolacrylsäure zusammengegeben.  
Kanamycin-Stammlösung: Es werden 50 mg des Antibiotikums/ml Aqua bidest gelöst. 
LB-Medium: Für 1 l Medium werden 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 5 g NaCl einge-
wogen. Der pH-Wert wird einer 10 M NaOH-Lösung auf pH 7,5 eingestellt. Das Medium 
wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
LB/MgSO4-Agar: Vor dem Autoklavieren werden 15 g Bacto-Agar in 1 l LB/MgSO4-
Medium eingewogen.  
LB/MgSO4/0,2% (w/v) Maltose-Medium: Das LB/MgSO4-Medium wird zusätzlich mit 
einer 20%-igen Maltose-Stammlösung versetzt. Maltose soll im fertigen Medium in einer 
Konzentration von 0,2 % vorliegen. 
LB/MgSO4-Medium: Vor dem Autoklavieren wird das LB-Medium wird mit 1M MgSO4-
Lösung auf 10 mM MgSO4 final eingestellt. 
5 x M9-Medium: 540 mM Na2HPO4, 110 mM KH2PO4, 43 mM NaCl, 94 mM NH4Cl. Das 
Medium wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
M9-(-L)-Platten: Die Agar-Stammlösung (700 ml) wird aufgekocht und auf ca. 50 °C ab-
gekühlt. Nach Zugabe von 200 ml 5 x M9-Medium, 10 ml 40 % (v/v) Glucose, 100 ml 10 
x (-THULL)-Mix, 10 ml 100 x Histidin-, 10 ml 100 x Uracil-, 10 ml 100 x Lysin-,  
10 ml 100 Tryptophan-, 10 ml 100 x Prolin-, 10 ml Ampicillin-Stammlösung sowie  
1 mM Thiamin wird die Agarlösung mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt und in sterile 
Petrischalen (∅ 90mm) gegossen. 
Modifiziertes 5 x M9-Medium: 210 mM Na2HPO4, 110 mM KH2PO4, 95 mM NH4Cl, 
43 mM NaCl, 0,13 mM CaCl2, Das Medium wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
100 x Prolin-Stammlösung: Es werden 400 mg der Aminosäure/ml Aqua bidest gelöst, 
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
SOC-Medium: 1 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 20 mM 
Glucose, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, Das Medium wird autoklaviert und bei 4 °C auf-
bewahrt. 
Tetracyclin-Stammlösung: Es werden 12,5 mg der Trockensubstanz/ml Ethanol gelöst. 
100 x Tryptophan-Stammlösung: Es werden 200 mg Tryptophan/ml Aqua bidest gelöst, 
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
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2YT-Agar: Vor dem Autoklavieren werden 15 g Bacto-Agar in 1 l 2YT-Medium einge-
wogen.  
2YT-Medium: Für 1 l Medium werden 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt und 5 g NaCl einge-
wogen. Das Medium wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
2YT-Selektiv-Platten: Der 1,5%-ige 2YT-Agar (1 l) wird aufgekocht und auf ca. 50 °C 
abgekühlt. Nach Zugabe des jeweiligen Antibiotikums wird die Agarlösung in sterile 
Bakterien-Petrischalen (∅ 90mm) gegossen. 
Weichagar: In eine 10 mM MgSO4-Lösung werden 0,7 % Bacto-Agar eingewogen und an-
schließend autoklaviert. Vor der Verwendung des Weichagars wird dieser in der Mikro-
welle vorsichtig aufgekocht und im Wasserbad bis auf 43-45 °C abgekühlt. 
 
2.1.8.2 Nährmedien für die Zellkultur 
DMEM-Kulturmedium: DMEM-Basalmedium mit 10 % FCS, 2,25 % (w/v) Natriumhydro-
gencarbonat, 1 % (v/v) 200 mM Glutamin 
IL-3 Produktionsmedium: DMEM-Basalmedium mit 2 % FCS, 2,25 % (w/v) Natrium-
hydrogencarbonat, 1 % (v/v) 200 mM Glutamin 
Markiermedium-Methionin/Cystein: (Dulbecco's Modified Essential Medium, pH 7,2) 
Für einen Liter werden folgende Komponenten zusammengegeben 200 mg CaCl2, 0,1 mg 
Fe (NO3)3 x 9H2O, 400 mg KCl, 200 mg MgSO4 x 7H2O, 6400 mg NaCl, 125 mg 
NaH2PO4 x H2O, 3700 mg NaHCO3, 4500 mg Glucose, 15 mg Phenolrot, 60 mg Penicillin, 
110 mg Streptomycinsulfat, 1100 mg Natriumpyruvat, 84 mg L-Arginin x HCl, 584 mg L-
Glutamin, 30 mg Glycin, 42 mg L-Histidin x HCl x H2O, 105 mg L-Isoleucin, 105 mg L-
Leucin, 146 mg L-Lysin x HCl, 66 mg L-Phenylalanin, 42 mg L-Serin, 95 mg L-Threonin, 
16 mg L-Tryptophan, 72 mg L-Tyrosin, 94 mg L-Valin, 4 mg D-Ca-Pantothenat, 4 mg 
Cholinchlorid, 4 mg Folsäure, 7,2 mg i-Inosit, 4 mg Nicotinamid, 4 mg Pyridoxal x HCl, 
0,4 mg Riboflavin, 4 mg Thiamin x HCl. Das Medium wird sterilfiltriert und als Aliquots 
zu je 10 ml in 15-ml-Reaktionsgefäßen bei –20 °C weggefroren. 
RPMI-Kulturmedium: RPMI-1640-Basalmedium mit 10 % FCS, 1 % (v/v) 200 mM Gluta-
min, 2,25 (w/v) Natriumhydrogencarbonat und 5 % IL-3 
Stimulationsmedium: RPMI-1640-Basalmedium mit 10 % FCS, 1 % (v/v) 200 mM Gluta-
min,30 ml 7,5 % (w/v) Natriumhydrogencarbonat und 10 ng/ml G-CSF 
 
2.1.8.3 Nährmedien für die Hefekultur 
100 x Histidin-Stammlösung: Es werden 200 mg der Trockensubstanz/ml Aqua bidest 
gelöst, autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
100 x Leucin-Stammlösung: Es werden 1 000 mg der Aminosäure/ml Aqua bidest gelöst, 
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
100 x Lysin-Stammlösung: Es werden 300 mg Lysin-Salz/ml Aqua bidest gelöst, autokla-
viert und bei 4 °C aufbewahrt. 
SD-Agar: Für 700 ml Medium werden 15 g Bacto-Agar, 20 g Glucose eingewogen, 
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
10 x (-THULL)-Mix: Zur Herstellung von 1 l 10 x (-THULL)-Mix werden 300 mg L-Iso-
leucin, 1500 mg L-Valin, 200 mg L-Adenin, 200 mg Arginin, 200 mg L-Methionin, 
500 mg L-Phenylalanin, 2000 mg Threonin und 300 mg Tyrosin in Aqua bidest gelöst, 
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
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(-THULL)-Aminotriazol-Platten : Der SD-Agar (700 ml) wird aufgekocht und auf ca. 
50 °C abgekühlt. Nach Zugabe von 100 ml 10 x (-THULL)-Mix, 100 ml 10 x YNB, 10 ml 
Ampicillin-, 1 ml Tetracyclin- sowie 20 ml Aminotriazol-Stammlösung wird die Agar-
lösung mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt und in sterile Petrischalen (∅ 140 mm) gegossen. 
(-TL)-Medium: Zur Herstellung von 1 l (-TL)-Medium werden 100 ml 10 x (-THULL)-
Mix, 100 ml 10 x YNB, 50 ml 40 % (w/v) Glucose-, 10 ml 100 x Histidin-, 10 ml 100 x 
Uracil-, 10 ml 100 x Lysin-, 10 ml Ampicillin- sowie 1 ml Tetracyclin-Stammlösung zu-
sammengegeben und mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt.  
(-TL)-Platten: Der SD-Agar (700 ml) wird aufgekocht und auf ca. 50 °C abgekühlt. Nach 
Zugabe von 100 ml 10 x (-THULL)-Mix, 100 ml 10 x YNB, 10 ml 100 x Histidin-, 10 ml 
100 x Uracil-, 10 ml 100 x Lysin-, 10 ml Ampicillin- sowie 1 ml Tetracyclin-Stammlösung 
wird die Agarlösung mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt und in sterile Petrischalen (∅ 90 
mm) gegossen. 
 (-T)-Medium: Zur Herstellung von 1 l (-T)-Medium werden 100 ml 10 x (-THULL)-Mix, 
100 ml 10 x YNB, 50 ml 40 % (w/v) Glucose-, 10 ml 100 x Histidin-, 10 ml 100 x Leucin-, 
10 ml 100 x Uracil-, 10 ml 100 x Lysin-, 10 ml Ampicillin- sowie 1 ml Tetracyclin-
Stammlösung zusammengegeben und mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt.  
(-T)-Platten: Der SD-Agar (700 ml) wird aufgekocht und auf ca. 50 °C abgekühlt. Nach 
Zugabe von 100 ml 10 x (-THULL)-Mix, 100 ml 10 x YNB, 10 ml 100 x Histidin-, 10 ml 
100 x Leucin-, 10 ml 100 x Uracil-, 10 ml 100 x Lysin-, 10 ml Ampicillin- sowie 1 ml 
Tetracyclin-Stammlösung zusammengegeben und mit Aqua bidest auf 1 l aufgefüllt und in 
sterile Petrischalen (∅ 90 mm) gegossen. 
100 x Uracil-Stammlösung: Es werden 200 mg der Aminosäure/ml Aqua bidest gelöst, au-
toklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
10 x YNB: Zur Herstellung von 1 l 10 x YNB werden 34 g Yeast Nitrogen Base (ohne Am-
moniumsulfat und ohne Aminosäuren) sowie 100 g Ammoniumsulfat in Aqua bidest 
gelöst, autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. 
YPD-Agar: Vor dem Autoklavieren werden 15 g Bacto-Agar und 20 g Glucose in 1 l YPD-
Medium eingewogen.  
YPD-Medium: Für 1 l Medium werden 20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt eingewogen. Das 
Medium wird autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt. Vor dem Gebrauch werden 25 ml 
einer 40 %-igen Glucose-Stammlösung, 100 µg Ampicillin/ml und 25 µg Tetracyclin/ml 
zugegeben. 
YPD-Platten: Der YPD-Agar (1 l) wird aufgekocht und auf ca. 50 °C abgekühlt. Nach Zu-
gabe von 10 ml Ampicillin- und 1 ml Tetracyclin-Stammlösung wird die Agarlösung in 
sterile Petrischalen (∅ 90 mm) gegossen. 
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2.1.9 Verwendete Mikroorganismen 
 
2.1.9.1 Verwendete Bakterienstämme 
Escherichia coli XL1-Blue: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac, [F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn10(tetr)]; (Clontech, Heidelberg) 
Escherichia coli DH5α: deoR endA1 gyrA96 hsdR17(rk-mk+) recA1 relA1 supE44 thi-1 
∆(lacZYA-argFV169) φ80lacZ∆M15 F- 
Escherichia coli HB101: ara-14 galK-2 hsdS20 (rB-, mB+) lacY1 leuB6 mtl-1 proA2 
recA13 rpsL20 (strR) supE44, 9, 14 xyl-5 thi-1∆(mcrC-mrr) F- 
Leucin prototrophe Escherichia coli HB101: ara-14 galK-2 hsdS20 (rB-, mB+) lacY1 leuB6 
mtl-1 proA2 recA13 rpsL20 (strR) supE44, 9, 14 xyl-5 thi-1∆(mcrC-mrr),F- 
Escherichia coli BM25.8: supE44, thlΔ(lac-proAB) (F’- kaD36, proAB lacIqZ∆M15) 
λImm434(kanr) P1(camr) hsd R (rk12-mk12-); (Clontech, Heidelberg) 
Epicurian Coli TKX1: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac, [F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn5(kanr)], [pTK tetr]; (Stratagene, 
Heidelberg) 
 
2.1.9.2 Verwendete Hefestämme 
Saccharomyces cerevisiae L40: Genotyp: MATa, trp1, leu2, his3, LYS2:: lexAop-LacZ, 
lexAop-His3 
Saccharomyces cerevisiae YRN 974: Genotyp: trp1, leu2, his3, URA3:: lexAop-gfp 
Dieser Hefestamm wurde von Dr. R. Niedenthal (Medizinische Hochschule Hannover) 
generiert und zur Verfügung gestellt. 
 
 
2.1.10 Verwendete Zellinien 
 
FDC-P1 mac11: Il-3-, GM-CSF- und M-CSF Rezeptor exprimierender Subklon der 
murinen multipotenten Vorläuferzellinie FDC-P1 (Gliniak und Rohrschneider 1990).  
 
WEHI3B: murine myelomonozytäre Leukämiezellen, die IL-3 exprimieren (Ymer et al. 
1985).  
 
32D.C10: IL-3 abhängige murine myeloide Zellen. Diese wurde mit dem humanen  
G-CSFR transfiziert und von der Arbeitsgruppe von I. Touw aus Rotterdam zur Verfügung 
gestellt (de Koning et al. 1998). 
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2.1.11 Verwendete Plasmide 
 
 
pGEM-T 
2992 bp 
T7 Promotor 
EcoR I 
112 
Hind III 
SP6 Promotor 
Amp 
 
Abb. 2-1. T-112. -Schematisch. In den pGEM-T-Vektor (Promega) wurde das DNA-
Fragment 112 inseriert. Das Fragment 112 (531 bp) wurde mittels PCR generiert, dabei 
wurden künstliche Schnittstellen eingeführt. So weist die Sequenz von 112 an ihrem 5’-
Ende eine EcoR-I- und an ihrem 3’- Ende eine Hind-III-Schnittstelle auf. Für die PCR 
diente der aus dem Screening der Mouse Kidney 5’-Stretch Plus cDNA Library hervorge-
gangene λ2-Klon als Matrize. Dabei wurden die Primer 112/2 EcoR-I-sense [5’-AGA ATT 
CAG ACC GGG GTG GAC C-3’] (Roth, Karlsruhe) und 112/2 Hind-III-antisense [5’-
AAG CTT AGG GTG GCT AAT GAG G-3’] (Roth, Karlsruhe) verwendet.  
 
 
 
pGEX-5x-1 
5418 bp 
Amp 
Glutathione-S-Transferase 
Not I 
112 
Not I 
 
Abb. 2-2. GST-112. -Schematisch. Die DNA-Sequenz 112 wurde mit der Hydrolase Not I 
aus pVP16 herausgeschnitten und in den Expressionsvektor pGEX-5X-1 (Pharmacia) 
ligiert.  
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pVP16 
8017 bp 
ADH Promotor 
Not I 
112 
Not I 
M13 Promotor ADH Terminator Amp 
Leu  
 
Abb. 2-3. VP16-112. -Schematisch. Die Sequenz 112 wurde im Rahmen der Klonierung 
der Genbank (Hollenberg, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, USA) über 
die Restriktionsschnittstellen Not I in den Expressionsvektor pVP16 ligiert. 
 
Sequenzierprimer 
pVP16 upstream Primer [5’-GGA ATT GAC GAG TAC GGT GGG- 3’] (Roth, Karlsruhe) 
M13 downstream Primer [5’ –AAC AGC TAT GAC CAT G- 3’] (Roth, Karlsruhe) 
 
 
pGEX-2T 
5478 bp 
Amp 
Glutathion-S-Transferase 
BamH I 
704 
EcoR I 
 
Abb. 2-4. GST-704. -Schematisch. Der Expressionsvektor pGEX-2T (Pharmacia) wurde 
mit den Restriktionsenzymen BamH I und EcoR I hydrolysiert. Die zytoplasmatische 
Domäne des G-CSFR von bp 2318 bis bp 2680 wurde mittels PCR generiert, dabei wurden 
künstliche Schnittstellen eingeführt. So weist die Sequenz GST-704 (363 bp) an ihrem 5’-
Ende eine Bam-H-I- und an ihrem 3’-Ende eine EcoR-I-Schnittstelle auf. Für die PCR 
diente die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR als Matrize. Dabei wurden die Primer 
704 GST [5’-AAG ATC TAC CTG TGG CCT CCC CAC TCT-3’] (Gibco-BRL, 
Eggenstein) und Ende GST [5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’] 
(Gibco-BRL, Eggenstein) verwendet. Die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR (554 bp) 
wurde von J. Bogenberger zur Verfügung gestellt und konnte mit den Restriktionsenzymen 
EcoR I, Sal I und Xba aus pGBT9 herausgeschnitten werden. Vor der Klonierung in den 
Expressionsvektor pGEX-2T wurde die Sequenz GST-704 in den pGEM-T-Vektor 
(Promega) subkloniert. 
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Auf diese Art und Weise wurde auch die Sequenz GST-Ende (552 bp) in den Expressions-
vektor pGEX-2T kloniert. Für die PCR wurden die Primer P1 GST [5’-AAG ATC TAG 
GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein) und Ende GST [5’-AGA 
ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein) verwendet. 
 
pGEX-2T 
5478 bp 
Amp 
Glutathion-S-Transferase 
BamH I 
704F 
EcoR I 
 
Abb. 2-5. GST-704F. -Schematisch. Bei dem Konstrukt GST-704F (552 bp) wurde das 
Tyrosin 704 zu Phenylalanin mutiert. Die Mutation wurde mittels PCR eingeführt. Für die 
erste PCR diente die Sequenz GST-Ende in dem Expressionsvektor pGEX-2T (Pharmacia) 
als Matrize. Es wurden die folgenden zwei Primerpaare verwendet: P1 GST [5’-AAG ATC 
TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein) und P1/704 Dir. [5’-
GGA GCA CAA AGG TCT GGA CCA G-3’] (Roth, Karlsruhe) sowie 704/E Dir. [5’-
CCA GAC CTT TGT GCT CCA GGG G-3’] (Roth, Karlsruhe) und Ende GST [5’-AGA 
ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein). Diese beiden 
PCR-Produkte wurden miteinander hybridisiert und dienten bei der Amplifikation der 
Sequenz GST-704F als Template. Für die zweite PCR wurden die Primer P1 GST [5’-
AAG ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein) und 
Ende GST [5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’] (Gibco-BRL, 
Eggenstein) verwendet. Das PCR-Produkt wurde erst in den pGEM-T-Vektor (Promega) 
subkloniert, mit den Restriktionsenzymen Bgl II und EcoR I wieder herausgeschnitten und 
schließlich in pGEX-2T ligiert.  
 
 
In der zytoplasmatischen Domäne des G-CSFR wurden außerdem jeweils die Tyrosine an 
den Positionen 729, 744 und 764 zu Phenylalanin mutiert. Die Mutationen wurden wie 
bereits beschrieben eingeführt.  
 
Zur Generierung des Konstruktes GST-729F (552 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: 1. PCR: P1 GST [5’-AAG ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und 
P1/729 Dir. [5’-GCC CAA AAA GGA CCT GAT CGC TGG-3’] (Roth, Karlsruhe) sowie 
729/E Dir. [5’-CCT TTT TGG GCA GCT GCT GGG-3’] (Roth, Karlsruhe) und Ende GST 
[5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 2. PCR: P1 GST [5’-AAG 
ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und Ende GST [5’-AGA ATT CCT AGA 
AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 
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Zur Generierung des Konstruktes GST-744F (552 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: 1. PCR: P1 GST [5’-AAG ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und 
P1/744 Dir. [5’-CAC AGC GGGA GAA AGT GCC CTG G-3’] (Roth, Karlsruhe) sowie 
744/E Dir. [5’-TTC TCC GCT GTG ACT CCA CTC C-3’] (Roth, Karlsruhe) und Ende 
GST [5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 2. PCR: P1 GST [5’-AAG 
ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] (Gibco-BRL, Eggenstein) und Ende GST 
[5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 
 
Zur Generierung des Konstruktes GST-764F (552 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: 1. PCR: P1 GST [5’-AAG ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und 
P1/764 Dir. [5’-CTC AAA GGA CTT GGG GCT GGG G-3’] (Roth, Karlsruhe) sowie 
764/E Dir. [5’-CCT TTG AGA ACC TCT GGT TCC AGG-3’](Roth, Karlsruhe) und Ende 
GST [5’-AGA ATT CCT AGA AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 2 PCR: P1 GST [5’-AAG 
ATC TAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und Ende GST [5’-AGA ATT CCT AGA 
AGC TCC CCA GCG CCT-3’]. 
 
 
 
 
pTriplEx 
5371 bp 
lac Promotor 
Not I 
Lambda2 
Not I 
T7 Promotor 
lacZ 
loxP 
Amp 
 
Abb. 2-6. TriplEx-λ2. -Schematisch. pTriplEx ist ein Vektor der Mouse Kidney 5’-Stretch 
Plus cDNA Library der Firma Clontech. Die Sequenz λ2 wurde im Rahmen der 
Klonierung der Genbank pTriplEx ligiert. λ2 kann mit der Restriktionsendonuklease Not I 
herausgeschnitten werden. 
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pBTM116 
5356 bp 
EcoR I 
P1 
Sal I 
TRP1 
Amp 
 
Abb. 2-7. LexA-P1. -Schematisch. Der Expressionsvektor pBTM116 (Fields, University 
of Washington, Seattle, USA, zur Verfügung gestellt von Funk, MediGene, Martinsried) 
wurde mit dem Restriktionsenzymen EcoR I und Sal I hydrolysiert. Die zytoplasmatische 
Domäne LexA-P1 (183 bp) des G-CSFR wurde von bp 2128 bis bp 2311 mittels PCR ge-
neriert, dabei wurden künstliche Schnittstellen eingeführt. So weist die Sequenz LexA-P1 
an ihrem 5’-Ende eine EcoR-I- und an ihrem 3’- Ende eine Sal-I-Schnittstelle auf. Für die 
PCR diente die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR als Matrize. Dabei wurden die 
Primer P1 Lex [5’-AGA ATT CAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] (Gibco-BRL, 
Eggenstein) und P2 Lex [5’-GTC GAC GCT GTT ATG GGA CTC CCA GGG-3’] 
(Gibco-BRL, Eggenstein) verwendet. Die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR wurde 
von J. Bogenberger zur Verfügung gestellt und konnte mit den Restriktionsenzymen  
EcoR I, Sal I und Xba aus pGBT9 geschnitten werden. Vor der Klonierung in den 
Expressionsvektor pBTM116 wurde die Sequenz Lex-P1 in pGEM-T-Vektor (Promega) 
subkloniert.  
 
 
 
Auf diese Art und Weise wurden auch die Sequenzen LexA-704, LexA-729 und LexA-
Ende in den Expressionsvektor pBTM116 kloniert.  
 
Zur Generierung des Konstruktes LexA-704 (363 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: 704 Lex [5’-AGA ATT CAC CTG TGG CCT CCC CAC TCT-3’] (Gibco-BRL, 
Eggenstein) und Ende Lex [5’-GTC GAC CTA GAA GCT CCC CAG CGC CTC-
3’](Gibco-BRL, Eggenstein) 
 
Zur Generierung des Konstruktes LexA-729 (262 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: 729 Lex [5’-AGA ATT CCT TTA TGG GCA GCT GCT GGG C-3’] (Gibco-
BRL, Eggenstein) und Ende Lex [5’-GTC GAC CTA GAA GCT CCC CAG CGC CTC-
3’] 
Zur Generierung des Konstruktes LexA-Ende (552 bp) wurden folgende Primerpaare ver-
wendet: P1 Lex [5’-AGA ATT CAG GAA GAA TCC CCT CTG GCC-3’] und Ende Lex 
[5’-GTC GAC CTA GAA GCT CCC CAG CGC CTC-3’] 
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2.2 Methoden 
 
 
2.2.1 Arbeiten mit DNA 
 
2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA  
2.2.1.1.1 Minipräparation von Plasmid-DNA 
Eine Minipräparation wurde durchgeführt, wenn für anschließende Verfahren weniger als 
20µg DNA benötigt wurden, z.B. zum Screening interessierender Klone, zur PCR und zur 
Sequenzierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der „QIAprep Spin Miniprep Kit“ der 
Firma Qiagen verwendet. Zur Isolation der Plasmid-DNA wurde eine Bakterien-Einzel-
kolonie in 2 ml 2YT-Medium überimpft und als Übernachtkultur bei 37 °C unter Schütteln 
inkubiert. Abhängig von dem zu isolierenden Plasmid wurde das Medium mit dem jewei-
ligen Antibiotikum (Ampicillin (100 µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml) bzw. Tetracyclin 
(12,5 µg/ml)) versetzt. Die Übernachtkultur wurde in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß 
überführt und durch Zentrifugation bei 12 000 rpm sedimentiert. Die Isolierung der 
Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. 
 
2.2.1.1.2 Großpräparation von Plasmid-DNA 
Die Maxipräparation dient der Isolation großer Mengen von Plasmid-DNA. Im Rahmen 
dieser Arbeit erfolgte die Aufreinigung der Plasmid-DNA unter dem Einsatz von Anionen-
austauscher-Säulen der Firma Qiagen. Eine Bakterien-Einzelkolonie wurde in 2 ml 2YT-
Medium, dem zur Selektion ein entsprechendes Antibiotikum zugegeben wurde, überimpft 
und 5-6 h bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Danach wurden 100 ml 2YT-Selektiv-
Medium mit 100 µl dieser Vorkultur beimpft und 12-16 h unter Schütteln bei 37 °C inku-
biert. Die Bakterien wurden bei Erreichen der stationären Phase bei 6000 g für 15 min bei 
4 °C (Sorvall-Zentrifuge, GSA-Rotor) abzentrifugiert. Die weitere Vorgehensweise ent-
sprach dem Aufreinigungsprotokoll des Plasmid Maxipräparations Kit der Firma Qiagen. 
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2.2.1.2 Analyse von Ausbeute und Reinheit isolierter Nukleinsäuren 
2.2.1.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen 
Die Ausbeute wurde durch photometrische Messung der isolierten Plasmid-DNA bei  
260 nm ermittelt. Für genaue Messungen sollte A260 zwischen 0,1 und 1,0 liegen. Sowohl 
die Kalibrierung, als auch die Verdünnung der zu messenden DNA erfolgte mit dem 
gleichen Puffer, in dem auch die DNA gelöst wurde. Bei der Absorptionsmessung von 
DNA gilt: 
A260 = 1 entspricht 50 µg/µl DNA. 
Zur Analyse geringer DNA-Mengen wurde eine quantitative Gelelektrophorese (s. 2.2.1.4) 
durchgeführt. Ihre Nachweisgrenze liegt bei etwa 5 ng DNA pro Bande. Dazu wurde ein 
Aliquot der abzuschätzenden Plasmid-DNA Lösung zusammen mit einem DNA-Größen-
marker auf ein Agarosegel aufgetragen. Da die Fragmentlängen und die aufgetragene 
Menge des Markers bekannt waren (s. 2.2.1.3), konnte die DNA-Konzentration durch 
einen Vergleich der Bandenintensitäten abgeschätzt werden. 
 
 2.2.1.2.2 Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäure 
Das Verhältnis der Absortionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein Maß für die 
Reinheit der isolierten Plasmid-DNA, optimal ist 2,0. Für weitere Untersuchungen wurde 
DNA mit einem Verhältnis A260/280 von 1,7-1,9 eingesetzt. 
 
2.2.1.3 Herstellung der DNA-Größenmarker 
2.2.1.3.1 Herstellung des λ-Hind III-Markers (0,1 µg/µl )  
Für den Reaktionsansatz wurden 200 µl λ-DNA (0,25 µg/µl ), 40 µl 10 x Hind-III-Restrik-
tionspuffer, 160 µl steriles Aqua bidest sowie 1,5 µl Hind-III-Restriktionsendonuklease  
(40 U/µl ) in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß gegeben. Der Ansatz wurde für mindestens  
2 h bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 6-fach Proben-Auftragspuffer auf 500 µl auf-
gefüllt. Der Marker wurde bei –20 °C aufbewahrt.  
Der λ-HindIII-Marker zeigte im Agarosegel folgende Bandenverteilung: 23 606 bp 
(∼240 ng), 9 636 bp (∼97 ng), 6 636 bp (∼68 ng), 4 333 bp (∼44 ng), 2 257 bp (∼23 ng), 
1 985 bp (∼20 ng) und 561 bp (∼6 ng). Die Angaben in Klammer beziehen sich auf ein 
aufgetragenes Markervolumen von 5 µl und geben die DNA-Konzentration der einzelnen 
Banden an. 
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2.2.1.3.2 Herstellung des PUC-PCR-Markers (0,1 µg/µl ) 
Für den Reaktionsansatz wurden 20 µl PUC-18-DNA (1,5 µg/µl ), 20 µl 10 x RSA-I-Re-
striktionspuffer, 150 µl steriles Aqua bidest und 10 µl RSA-I-Restriktionsendonuklease  
(40 U/µl ) in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß gegeben. Der Ansatz wurde für mindestens  
2 h bei 37 °C inkubiert. Nach vollständigem Restriktionsverdau wurden 25 µl steriles Aqua 
bidest, 25 µl 10 x Dra-I-Restriktionspuffer sowie 10 µl Dra-I-Restriktionsendonuklease  
(40 U/µl ) zugegeben und erneut für mindestens 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde der 
vollständig geschnittene Ansatz mit 40 µl 6-fach Proben-Auftragspuffer versetzt und bei  
–20 °C aufbewahrt.  
PUC-PCR-Marker zeigte im Agarosegel folgende Bandenverteilung: 1 125 bp (∼269 ng), 
595 bp (∼142 ng), 271 bp (∼65 ng) und 97 bp (∼24 ng). Die Angaben in Klammer beziehen 
sich auf ein aufgetragenes Markervolumen von 5 µl und geben die DNA-Konzentration der 
einzelnen Banden an. 
 
2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese für DNA 
2.2.1.4.1 Herstellung des Agarosegels 
In Abhängigkeit der zu trennenden DNA-Fragmentgrößen wurden 1-1,4% (w/v) Agarose-
gele verwendet. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in einem Erlenmeyer-
kolben eingewogen, anschließend in 1 x TAE-Puffer resuspendiert und in einem Mikro-
wellengerät vorsichtig aufgekocht. Die auf 50-60 °C abgekühlte Agaroselösung wurde 
luftblasenfrei bis zu einer Schichtdicke von maximal 5 mm in die Gelkammer gegossen. 
Die Taschenschablone wurde sofort nach dem Gießen eingesetzt, dabei sollte sich zwi-
schen Gelkammerboden und Schablone eine 1-2 mm dicke Agaroseschicht ausbilden kön-
nen. Nach dem Erstarren der Agarose wurde die Taschenschablone vorsichtig entfernt. Zur 
Elektrophorese wurde das Gel mit 1 x TAE-Puffer überschichtet.  
 
2.2.1.4.2 Probenvorbereitung 
Sowohl die DNA-Probe, als auch der entsprechende DNA-Größenstandard wurden mit 1/6 
ihres Volumens an Auftragspuffer versetzt und in die Probentasche eingebracht. Der 
Probenauftrag erfolgte auf der Kathodenseite des Gels. 
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2.2.1.4.3 Gelelektrophorese 
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von maximal 5 V/cm solange durchgeführt, 
bis der Farbstoffmarker die erforderliche Trennstrecke zurückgelegt hatte. Dabei wandert 
Bromphenolblau etwa wie ein lineares doppelsträngiges 300-bp-DNA-Fragment. 
 
2.2.1.4.4. Anfärbung des Agarosegels mit Ethidiumbromid 
Das Gel wurde nach Beenden der Gelelektrophorese aus der Gelkammer genommen, in die 
gebrauchsfertige Ethidiumbromid-Färbelösung (20 µg/ml) überführt und darin 20-30 min 
inkubiert. Danach wurde das Gel zur Dokumentation im durchscheinenden UV-Licht 
(256 nm) fotografiert.  
 
2.2.1.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde im Rahmen dieser Arbeit das 
kommerzielle Kit „QIAquick Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen verwendet. Die Vor-
gehensweise entsprach dem Protokoll des Herstellers.  
 
2.2.1.6 Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen 
Für den analytischen Restriktionsverdau wurden 0,2-1 µg DNA und 1-5 U Restriktionsen-
donuklease/µg DNA eingesetzt. Anschließend wurde der Ansatz mit einem Reaktions-
volumen von 20 µl für mindestens 2 h bei der vorgeschriebenen Temperatur inkubiert. Bei 
Restriktionsspaltungen mit zwei Enzymen wurde zuerst die Restriktionsendonuklease ver-
wendet, die die niedrigere Salzkonzentration benötigte, anschließend wurde der Ansatz auf 
die für das zweite Enzym notwendige Ionenkonzentration eingestellt.  
Bei einer Vektorhydrolyse für spätere Ligationsreaktionen wurde die Vollständigkeit der 
Restriktionsspaltung im Agarosegel (s. 2.2.1.4) überprüft.  
 
2.2.1.7 Dephosphorylierung von DNA 
Um zu verhindern, daß nach einer Hydrolyse mit nur einem Enzym (s. 2.2.1.6) die dabei 
entstandenen kompatiblen Enden wieder miteinander ligieren, wurde die DNA mit 
alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm dephosphoryliert. Die Inkubationsbedingungen 
richteten sich danach, ob DNA mit 3’- oder mit 5’- überstehenden bzw. mit glatten Enden 
dephosphoryliert wurden sollte. Um die bereits hydrolysierte DNA zu dephosphorylieren 
wurde 1 U alkalische Phosphatase zum Restriktionsansatz gegeben. Zur Dephospho-
rylierung von DNA mit 5’-überstehenden Enden folgte eine Inkubationszeit von 30 min bei 
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37 °C, mit 3’- überstehenden oder glatten Enden wurden erst 15 min bei 37 °C und dann 
15 min bei 56 °C inkubiert. Vor der Ligationsreaktion wurde die alkalische Phosphatase 
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (s. 2.2.1.8) entfernt. 
 
2.2.1.8 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion handelt es sich um eine Standard-Extraktions-
methode zur Entfernung unerwünschter Proteine aus Nukleinsäurelösungen. Dabei wurde 
die Nukleinsäurelösung nacheinander mit einem Volumen Phenol, einem Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) und einem Volumen Chloroform ausgeschüttelt. 
Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils zentrifugiert und die obere, wäßrige Phase 
in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt. In der Lösung verbleibende Phenolreste 
wurden durch eine anschließende Alkoholfällung (s. 2.2.1.9) entfernt. 
 
2.2.1.9 Alkoholfällung  
Zur Alkoholfällung wurde der Reaktionsansatz mit 0,1 Volumenteilen 3 M Natriumacetat, 
pH 5,2 und 2,5 Volumenteilen absolutem Ethanol versetzt. Es folgte eine mindestens zwei-
stündige Inkubation bei –20 °C. Die präzipitierte DNA wurde anschließend 30 min bei  
14 000 rpm zentrifugiert. Nach vorsichtigem Dekantieren des Überstandes wurde das 
Nukleinsäure-Sediment mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und für 5-10 min an der Luft 
getrocknet. Die Nukleinsäure wurde anschließend in der gewünschten Menge Puffer, z.B. 
Puffer TE, resuspendiert.  
 
2.2.1.10 Ligationsreaktion 
Für den Reaktionsansatz wurden die berechneten Mengen an DNA-Fragment und Vektor-
DNA, zusammen mit 1 µl 10 x Ligasepuffer in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß gegeben. 
Das Reaktionsvolumen wurde mit sterilem Aqua bidest auf insgesamt 10 µl eingestellt. 
Anschließend wurde 1 µl T4-DNA-Ligase zugegeben. Der Ansatz wurde 12-16 h bei 
14 °C inkubiert. Als Kontrolle dienten Ansätze, die entweder keine Vektor-DNA oder kein 
DNA-Fragment enthielten. 
 
2.2.1.11 Sequenzierung von DNA 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einem automatischen Sequenziergerät (ABI PRISM 
310, Perkin Elmer, Weiterstadt) gearbeitet. Als Ausgangsmaterial diente DNA, wie sie z.B. 
durch eine Minipräparation (s. 2.2.1.1.1) gewonnen werden konnte. Für eine Sequenzier-
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reaktion, mit einem Gesamtvolumen von 10 µl , wurden 250 ng DNA, 3-10 pmol des je-
weiligen Primers sowie 2,5 µl AmpliTaq FS BigDye Terminator Mix eingesetzt. Die 
Sequenzier-PCR wurde unter folgenden Bedingungen im Thermocycler durchgeführt: 
Denaturierung bei 96 °C für 30 s, Annealing bei 50 °C für 15 s und Elongation bei 60 °C 
für 4 min. Nach 25 Zyklen wurde die Reaktion beendet und das PCR-Produkt konnte auf-
gearbeitet werden. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 90 µl Wasser in HPLC-Qualität, 
10 µl 3 M Natriumacetat, pH 5,2 sowie 250 µl absolutem Ethanol versetzt und für 15 min 
bei 14 000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Nach vorsichtigem Entfernen des 
Überstandes wurde das Nukleinsäure-Sediment mit 250 µl 70 %-igem Ethanol gewaschen 
und für 5 min im Heizblock bei 37 °C getrocknet. Das Nukleinsäurepellet wurde 
anschließend in 25 µl Wasser in HPLC-Qualität resuspendiert, gemischt und 2 min bei 
90 °C im Heizblock denaturiert. Nach kurzem Abkühlen auf Eis wurde der Reaktions-
ansatz erneut gemischt und in ein Sequenzierreaktionsgefäß mit Gummiseptum überführt. 
Es folgte die Analyse im automatischen Sequenziergerät. 
 
2.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Standard-PCR folgendermaßen durchgeführt: Die 
Erstellung des Reaktionsgemisches erfolgte auf Eis. Dabei wurden 5 µl 10 x Taq-Poly-
merase-Puffer, 4 µl eines 10 mM dNTP-Gemisches, 5 µl der jeweiligen 10 µM Primer-
lösung, 0,5 µl DMSO sowie 1 ng DNA-Matrize in ein 0,5-ml-Mikroreaktionsgefäß ge-
geben und mit Aqua bidest auf ein Gesamtvolumen von 50 µl aufgefüllt. Nach Zugabe von 
2,5 U Taq-Polymerase wurden die Komponenten sorgfältig gemischt und vor dem Über-
führen in den Thermocycler kurz abzentrifugiert. Das PCR-Programm sieht folgende Be-
dingungen vor: Eine initiale Denaturierung von 5 min bei 94 °C, 30 Zyklen bestehend aus 
1 min bei 94 °C, 2 min bei 55 °C und 3 min bei 72 °C. Zum Schluß folgt eine finale 
Elongation von 10 min bei 72 °C. Danach wird die Reaktion auf 4 °C abgekühlt. Auf jede 
PCR folgte eine Analyse der Produkte im Agarosegel (s. 2.2.1.4) 
 
2.2.1.13 Aufreinigung von PCR-Produkten oder anderen DNA-Fragmenten nach  
enzymatischen Reaktionen 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten oder anderen DNA-Fragmenten wurde das 
„QIAquick Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen verwendet. Die Vorgehensweise ent-
sprach dem Protokoll zur Aufreinigung von PCR-Fragmenten der Firma Qiagen.  
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 2.2.1.14 In-vitro-Mutagenese 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden einzelne Basen mutiert (site-directed mutagenesis). Die 
künstlichen Veränderungen wurden mittels PCR-Mutagenese, einem schnellen Verfahren 
zur Erzeugung gerichteter Mutationen, eingeführt. Dazu wurden zwei, zueinander 
komplementäre Primer, die in der Mitte die Mutation tragen und zwei weitere synthetische 
DNA-Oligonukleotide, die upstream bzw. downstream der komplementären Primer liegen, 
verwendet. Mit je einem der mutierten und je einem der 3’- bzw. 5’- davon gelegenen 
Primer wurden DNA-Fragmente amplifiziert. Nach der PCR wurden die beiden PCR-Pro-
dukte aufgereinigt und in einer Annealingreaktion eingesetzt. Dabei wurden 100 ng des 
jeweiligen PCR-Produktes, zusammen mit den beiden upstream bzw. downstream der 
komplementären Primer gelegenen synthetischen DNA-Oligonukleotiden (jeweils 5 µl der 
entsprechenden 10 µM Primerlösung) in ein 0,5-ml-Mikroreaktionsgefäß gegeben und für 
2 min bei 80 °C inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz im Thermoblock auf 40 °C 
abgekühlt. Es folgte eine PCR zu Standard-Bedingungen (s. 2.2.1.12). Das PCR-Produkt 
wurde über eine Agarose-Gel-Extraktion aufgereinigt (s. 2.2.1.5).  
 
2.2.1.15 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch „random priming“ 
Die radioaktive Markierung der DNA erfolgte im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung 
des „Megaprime DNA labelling Kit RPN 1606/7“ der Firma Amersham Buchler nach 
etwas modifizierten Angaben des Herstellers. Zur Markierungsreaktion wurde die doppel-
strängige zu markierende DNA (100 ng) zusammen mit 5 µl der im Kit enthaltenen 
Zufallshexamere in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß gegeben. Danach wurde das Volumen 
des Reaktionsansatzes mit Aqua bidest auf insgesamt 50 µl aufgefüllt, 5 min bei 90 °C 
inkubiert und im Thermoblock bis auf 37 °C abgekühlt. Vor Zugabe von 10 µl Labeling-
Puffer wurde das Reaktionsgemisch kurz abzentrifugiert. Im Anschluß daran wurden  
50 µCi [α-32P]dCTP und 1 U Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I zugegeben und 
10-15 min im Thermoblock bei 37 °C inkubiert. Im Anschluß daran wurden die nicht 
eingebauten Nukleotide entfernt (s. 2.2.1.16).  
 
2.2.1.16 Reinigung der radioaktiv markierten DNA-Sonde 
Nach der Markierung wurden nicht eingebaute Nukleotide mit dem „Jet Nick Probe 
Purification after Labeling Kit“ der Firma Genomed nach den Angaben des Herstellers 
entfernt.  
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2.2.1.17 Bestimmung der spezifischen Aktivität der radioaktiv markierten Nukleinsäure-
sonde 
Die spezifische Aktivität der Sonde berechnet sich aus der Gesamtaktivität der gereinigten 
Sonde, dividiert durch die verwendete Nukleinsäure-Menge. Eine brauchbare Sonde sollte 
mindestens eine spezifische Aktivität von 108 cpm/µg DNA haben. 
Bei der Radioaktivitätsmessung wurde 1 µl der radioaktiven Sonde in ca. 500 µl Aqua  
bidest aufgenommen, mit 4 ml für wäßrige Lösungen geeigneter Szintillationslösung ver-
mischt. Die dabei entstehenden Lichtimpulse wurden mit Sekundärelektronenverviel-
fachern gemessen und ausgewertet  
 
2.2.1.18 Screening einer λ-Phagenbank 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine murine λ-Phagenbank der Niere („Mouse Kidney 5’-
Stretch Plus cDNA Library“) der Firma Clontech verwendet. Das Screening erfolgte nach 
modifizierten Angaben des Herstellers. Zur Ermittlung der Anzahl rekombinanter Phagen 
wurde eine Verdünnungsreihe der Phagenbank angesetzt. Anschließend wurde der E.coli-
Wirtsstamm XL1-Blue mit den Phagen jeder Verdünnungsstufe infiziert. Dabei beginnen 
die Phagen die Bakterien zu lysieren. Im Bakterienrasen bilden sich sogenannte Plaques. 
Mit den Platten, auf denen die einzelnen Plaques gut zu zählen waren, wurde anschließend 
der Titer der λ-Phagenbank bestimmt. 
Vor der Phageninfektion wurde ein Vereinzelungsausstrich von E.coli-XL1-Blue-Wirts-
stamm auf LB/tet-Selektivagarplatte (Tetracyclinkonzentration 12,5 µg/ml final) durchge-
führt und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden mit einer einzelnen 
Kolonie der Übernachtkultur 2 ml LB/MgSO4/0,2 % (w/v) Maltose-Medium angeimpft 
und 12-16 h unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde 1 ml dieser Kultur in 100 ml 
LB/MgSO4/0,2 % (w/v) Maltose-Medium überführt und 8 h unter Schütteln bei 37 °C in-
kubiert. Es folgte eine Zentrifugation für 15 min bei 2 500 rpm und bei 4 °C. Das 
Bakterienpellet wurde in 30 ml 10 mM MgSO4 resuspendiert. Mit 10 µl der Phagenbank 
wurde eine Verdünnungsreihe von 10-4-10-10 in Puffer SM angesetzt. Danach wurden 
100 µl jedes Verdünnungsschrittes zusammen mit 200 µl der kompetenten E.coli-XL1-
Blue Zellen 20-30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 2,5 ml 43-45 °C warmer 
Weichagar auf die einzelnen Phagen-Bakterien-Suspension gegeben, gut gemischt und 
gleichmäßig auf vorgewärmten 90-mm-LB/MgSO4-Agarplatten verteilt. Die Platten 
blieben bis zum vollständigen Erstarren bei Raumtemperatur stehen. Danach wurden sie, 
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mit dem Deckel nach unten, bei 37 °C bis zum Erscheinen deutlicher Plaques inkubiert. 
Dies dauerte ca. 5-8 h. Das Phagenwachstum wurde durch eine Inkubation der Platten über 
Nacht, mit dem Deckel nach oben, bei 4 °C gestoppt. Es folgte die Bestimmung des 
Phagentiters. 
Für das eigentliche Screening der λ-Phagenbank wurden jeweils 30000 pfu/140-mm- 
LB/MgSO4-Agarplatte auf 20 Platten ausplattiert. Dazu wurde die Phagensuspension in 
geeigneter Verdünnung zusammen mit 300 µl der kompetenten E.coli-XL1-Blue Zellen 
20-30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 7 ml 43-45 °C warmer Weichagar 
auf die einzelnen Phagen-Bakterien-Suspension gegeben, gut gemischt und gleichmäßig 
auf die vorgewärmten 140-mm-LB/MgSO4-Agarplatten verteilt. Das weitere Verfahren bis 
zur Beendigung des Phagenwachstums wurde bereits beschrieben.  
Anschließend mußten die Klone für die Hybridisierung auf Membranen (Filter) transferiert 
wurden. Pro Agarplatte wurden zwei Nitrocellulosemembranen (als a und b bezeichnet) 
aufgelegt. Vor dem Auflegen der Filter wurden sowohl die Platten als auch die Membranen 
durch numeriert. Die erste Nitrocellulosemembran (a) wurde blasenfrei mit der Beschrif-
tung nach unten auf den Bakterienrasen gelegt und an drei zueinander asymmetrischen 
Stellen durch Durchstechen des Filters und des Agars mit einer Kanüle markiert. Die Ein-
stichstellen wurden auf dem Plattenboden nachgezeichnet. Nach 2 min wurde die erste 
Membran vorsichtig mit einer Pinzette abgezogen und die zweite (b) aufgelegt. Sie wurde 
an den entsprechenden Stellen markiert und nach 5 min ebenfalls entfernt. Die Membranen 
wurden sofort nach dem Ziehen 5 min auf ein mit Denaturierungslösung vollgesogenes 
Whatmann 3MM-Papier gelegt. Dabei ist zu beachten, daß die DNA-Seite nach oben zeigt 
und daß die Filter blasenfrei liegen. Für den nächsten Schritt galten die gleichen Bedin-
gungen, nur daß das Whatmann 3MM-Papier jetzt mit Neutralisierungslösung getränkt 
war. Schließlich wurden die Membranen ca. 20 s mit 2 x SSC gewaschen und danach auf 
Whatmann 3MM-Papier getrocknet. Sobald die Filter vollständig trocken waren wurden 
sie zur Fixierung der DNA zwischen Whatmann 3MM-Papiere gelegt und 2 h bei 80°C 
gebacken. 
Prinzipiell ist die Hybridisierung der Nitrocellulosemembranen mit derjenigen bei 
Northern Blots zu vergleichen, nur ist die Zahl der Filter höher. Deshalb wurde sie in 
einem großen Plastikgefäß mit einem Durchmesser von 20 cm durchgeführt. In dieses 
wurden 150 ml Prähybridisierungs-Lösung (ExpressHybTMHybridisation Solution) ge-
geben. Die Membranen wurden, bevor sie einzeln in das Gefäß überführt wurden, kurz in  
6 x SSC geschwenkt. Die Prähybridisierung sollte mindestens 6 h unter leichtem Schütteln 
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bei 42 °C erfolgen. Zur Hybridisierung wurde die radioaktiv markierte DNA-Sonde in die 
Prähybridisierungs-Lösung gegeben. Diese hatte eine spezifische Aktivität von 
8 x 107 cpm. Es folgte eine Inkubation für 12-20 h unter leichtem Schütteln bei 42 °C im 
Wasserbad. Im Anschluß daran wurden die Filter jeweils 30 min in einem Volumen von 
500 ml unter folgenden Bedingungen gewaschen: 2 x SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 42 °C; 
1 x  SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 42 °C; 0,5 x SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 42 °C und 
0,3 x SSC/0, 1% (w/v) SDS bei 50 °C. Die getrockneten Membranen wurden zur Exposi-
tion in Filmkassetten mit Verstärkerfolie gelegt und bei –70 °C bis zum Entwickeln der 
Röntgenfilme (Bio MaxTM MR), nach 1-2 Tagen, gelagert. 
Auf den Röntgenfilmen mußte zunächst die Position der Membran markiert werden. Ein 
Signal wurde nur dann als positiv bewertet, wenn es sowohl auf dem Film des ersten 
Filters (a) als auch auf dem der zweiten Membran (b) zu sehen war. Konnte ein mögli-
cherweise positiver Klon identifiziert werden, so wurde der Film und die Agarplatte zur 
Deckung gebracht, dann die Agarregion, in der das Signal liegt, großzügig ausgestochen 
und in 1 ml Puffer SM überführt. Zur Stabilisierung wurde noch ein Tropfen Chloroform 
zugegeben. Die Elution der Phagen erfolgte über Nacht bei 4 °C. Da beim ersten Aus-
stechen nicht nur der gewünschte Klon isoliert wurde, wurde der ganze Versuchsablauf 
wiederholt. Ausplattiert wurden diesmal die jeweiligen Phageneluate. Dabei wurden ca. 
500 pfu/90-mm- LB/MgSO4-Agarplatte angestrebt. Jetzt waren deutlich mehr positive 
Signale auf den Röntgenfilmen zu erkennen. Das Screening wurde so oft wiederholt, bis 
ein einziger positiver Klon aus dem Agar ausgestochen werden konnte. 
Anschließend wurde der vorliegende λTriplEx Klon in ein pTriplEx Klon überführt. Dazu 
mußte ein vollständiges Plasmid aus dem Genom des rekombinanten Phagen heraus ge-
schnitten werden. Dies geschah durch eine Cre-Rekombinase vermittelte Rekombination 
an den loxP-Stellen. Die Freisetzung des Plasmids erfolgte automatisch nach der Trans-
duktion des Phagen in einen Cre-Rekombinase-exprimierenden Bakterienstamm. Es han-
delte sich dabei um den E. coli BM25.8 Wirtsstamm, der das Enzym unter Wachstum bei 
31 °C bildet. Das an den loxP-Stellen herausgeschnittene Plasmid wurde in E. coli stabil 
exprimiert. Zunächst wurde ein Vereinzelungsausstrich von E. coli BM25.8 auf LB/kan-
Selektivagarplatte (Kanamycinkonzentration 50 µg/ml final) durchgeführt und über Nacht 
bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden mit einer einzelnen Kolonie der Übernacht-
kultur 10 ml LB/MgSO4-Medium angeimpft und 12-16 h unter Schütteln bei 31 °C ge-
schüttelt. Anschließend wurden 100 µl dieser Kultur in 10 ml LB/MgSO4-Medium über-
führt und 8 h unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Dabei sollte die Kultur eine OD600 von 
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1,1-1,4 erreichen. Die Bakterienkultur wurde mit einer 1M MgCl2-Lösung auf eine End-
konzentration von 10 mM MgCl2 eingestellt. Dann wurden 200 µl dieser Kultur und 150 µl 
der Phagenelution in ein Reagenzglas überführt und 30 min bei 31 °C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden 400 µl LB-Medium zugegeben und für weitere 60 min bei 31 °C geschüttelt. 
5 µl der infizierten Bakteriensuspension wurden auf einer LB/amp-Selektivagarplatte 
(Ampicillinkonzentration 100 µg/ml final) ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inku-
biert. Am nächsten Morgen wurden einzelne Kolonien gepickt und nach einer Plasmid-
DNA-Isolation näher charakterisiert. 
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2.2.2 Arbeiten mit RNA 
 
2.2.2.1 Vorbereitung des Probenmaterials zur späteren RNA-Isolation 
Sofern nicht sofort nach der Probennahme mit der RNA-Isolation begonnen wurde, mußte 
die RNA vor dem Abbau durch im Material enthaltenen RNasen geschützt werden. Dazu 
wurde dieses sofort in flüssigen Stickstoff eingefroren und anschließend bei –70 °C gela-
gert. Zellkulturmaterial wurde vor dem Einfrieren einmal mit kaltem PBS gewaschen. 
  
2.2.2.2 Minipräparation von Gesamt-RNA aus Zellinien 
Eine Minipräparation wurde durchgeführt, da für anschließende Verfahren weniger als 
100µg Gesamt-RNA ausreichend waren. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die RNA-
Isolation aus 1 x 107 Säugerzellen mit dem „RNeasy Miniprep Kit“ der Firma Qiagen nach 
den Angaben des Herstellers. 
 
2.2.2.3 Isolierung von Poly(A)+-mRNA 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Poly(A)+-mRNA mittels PolyATract mRNA Isolation 
System der Firma Promega isoliert. Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA (s. 2.2.2.2); 
die Isolation der mRNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
 
2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese für RNA  
Die Gelelektrophorese für RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen, da die ein-
zelsträngige RNA zur Bildung von, die Laufeigenschaften beeinflußenden, Sekundär-
strukturen neigt. Bei den verwendeten Agarosegelen wurde die RNA durch Formaldehyd 
vollständig denaturiert.  
 
2.2.2.4.1 Herstellung des Agarosegels 
Für ein 1 %-iges Gel (100 ml) wurde 1 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben eingewogen. 
Anschließend wurde sie in 10 ml einer 10 x MOPS-Stammlösung und in 74 ml DEPC-be-
handeltem Wasser aufgenommen. Die Agarosesuspension wurde nun in einem Mikrowel-
lengerät vorsichtig aufgekocht. Nachdem die Flüssigkeit auf 70 °C abgekühlt war, wurden 
16 ml Formaldehyd (37 % (v/v)) zugegeben und unter Schwenken gemischt. Anschließend 
wurde die Agaroselösung luftblasenfrei in eine Gelkammer gegossen. Die Taschen-
schablone wurde sofort nach dem Gießen eingesetzt, dabei sollte sich zwischen Gelkam-
-Material und Methoden- 41 
merboden und Schablone eine 1-2 mm dicke Agaroseschicht ausbilden können. Nach dem 
Erstarren der Agarose wurde die Taschenschablone vorsichtig entfernt. Zur Elektrophorese 
wurde das Gel mit 1 x MOPS-Puffer überschichtet.  
 
2.2.2.4.2 Probenvorbereitung 
Die für die Gelelektrophorese bestimmte RNA sollte in maximal 6 µl RNase-freiem Was-
ser gelöst sein. Dazu mußte das Volumen gegebenenfalls mittels einer Speed-vac eingeengt 
werden. Die RNA-Probe wurde mit 1 µl 10 x MOPS-Puffer, 3,5 µl Formaldehyd (37 % 
(v/v)) und 10 µl deionisiertem Formamid versetzt. Der Ansatz wurde 15 min bei 55 °C im 
Thermoblock inkubiert und danach auf Eis abgekühlt. Anschließend wurden 2 µl 10 x Pro-
ben-Auftragepuffer zugegeben. Der Probenauftrag erfolgte auf der Kathodenseite des Gels. 
 
2.2.2.4.3 Gelelektrophorese 
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von maximal 5 V/cm solange durchgeführt, 
bis der Farbstoffmarker die erforderliche Trennstrecke zurückgelegt hatte.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine kommerziell erhältlichen Größenmarker verwen-
det. Die in Gesamt-RNA-Präparationen enthaltenen rRNA-Moleküle (28-S- und 18-S-
RNA) erscheinen als diskrete Banden und dienten als Marker. Um die Position der 28-S- 
und 18-S-RNA sichtbar zu machen, wurde das RNA-Gel nach der Elektrophorese auf eine 
Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator gelegt und mit UV-Licht bei 254 nm bestrahlt. 
Mit einen Skalpell wurde die Laufhöhe der beiden rRNA-Banden durch einen kleinen Ein-
schnitt an den entsprechenden Stellen am Seitenrand des Gels markiert. 
  
2.2.2.5 Northern Blot 
Der Northern Blot wurde wie von Sambrook et al. (1989) beschrieben durchgeführt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden auch kommerziell erhältliche Northern Blots (MTN) der 
Firma Clontech verwendet. Es handelte sich dabei um mRNA verschiedener humaner und 
muriner Gewebe, die auf Nitrocellulose transferiert wurden.  
 
2.2.2.5.1 Hybridisierung des Northern Blots 
Als Sonde wurden sowohl markierte DNA, als auch einzelsträngige markierte RNA einge-
setzt. Um die Membran, auf der die RNA gebunden ist, zu blockieren, wurden die freien 
Bindungsstellen mit einer Prähybridisierung abgesättigt. Dazu wurde der Northern Blot 2 h 
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in ca. 4 ml Prähybridisierungspuffer (ExpressHybTMHybridisation Solution, Clontech) in-
kubiert. Die Prähybridisierung geschah in 50-ml-Reaktionsgefäßen, die zur Inkubation bei 
42 °C im Hybridisierungsofen, in sogenannte Hybridisierungsröhren gesteckt wurden. An-
schließend wurde die radioaktiv markierte, denaturierte Nukleinsäuresonde in die Prä-
hybridisierungs-Lösung gegeben. Diese hatte eine spezifische Aktivität von 
1 x 106 cpm/ml Hybridisierungslösung. Es folgte eine Inkubation von 12-20 h bei 42 °C 
im Hybridisierungsofen. Im Anschluß daran wurde die Nitrocellulosemembran jeweils 
30 min in einem Volumen von 20 ml unter folgenden Bedingungen gewaschen: 
2 x SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 45 °C; 1 x SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 45 °C und 
0,1 x SSC/0,1 % (w/v) SDS bei 60 °C. Die getrocknete Membranen wurde in Haushalts-
Klarsichtfolie gepackt, zur Exposition in eine Filmkassette mit Verstärkerfolie gelegt und 
bei –70 °C bis zum Entwickeln des Röntgenfilms (X-OMATTM AR) , nach 1-7 Tagen, ge-
lagert. 
Die mRNA von Aktin wurde in Northern-Blot-Experimenten als Ladekontrolle verwendet. 
Damit sollte sichergestellt wurden, daß in den verschiedenen Spuren des Agarosegels 
gleich viel RNA aufgetragen wurde. 
 
2.2.2.6 Markierung von RNA durch In-vitro-Transkription 
Markierte RNA-Sonden hoher spezifischer Aktivität wurden durch In-vitro-Transkription 
hergestellt. Dazu wurde das zu transkribierende DNA-Fragment in den pGEM-T-Vektor 
(Pharmacia, Freiburg) kloniert. Für die Herstellung der Antisensesonde wurde mit dem 
Restriktionsenzym EcoR I hydrolysiert. Zur Restriktion wurden bei einem Gesamtvolumen 
von 200 µl ca. 10 µg DNA, 10 U EcoR I und 20 µl 10 x EcoR-I-Restriktionspuffer einge-
setzt und 12 h bei 37 °C inkubiert. Die Vollständigkeit der Hydrolyse wurde mittels 
Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.1.4) überprüft. Dazu wurde der gesamte Reaktionsan-
satz auf ein Gel aufgetragen. Das linearisierte DNA-Fragment wurde anschließend wieder 
aus dem Agarosegel eluiert (s. 2.2.1.5) und in 60 µl Puffer EB (Bestandteil des „QIAquick 
Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen) aufgenommen. Es folgte eine Auffüllreaktion mit 
Hilfe des Klenow-Fragments der E.-coli-DNA-Polymerase I an den 3’-Enden. Dazu 
wurden 16 µl Aqua bidest, 2 µl einer 10 mM dNTP-Lösung, 20 µl 10 x Klenow-Puffer und 
10 U Klenow-Fragment zu den 60 µl eluierter DNA gegeben. Der Ansatz wurde für  
20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschließend wurde die Polymerase durch 
Inkubation von 10 min bei 75 °C im Thermoblock inaktiviert. Der Reaktionsansatz wurde 
mit einer Zentrifugationssäule, wie sie im „QIAquick Gel Extraction Kit“ der Firma 
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Qiagen enthalten ist, nach dem Protokoll zur Aufreinigung von PCR-Produkten aufge-
reinigt (s. 2.2.1.13). Die Elution des DNA-Fragments erfolgte mit 70 µl Puffer EB. 
Anschließend wurden 97,5 µl Aqua bidest, 20 µl 10 x Proteinase-K-Puffer, 10 µl einer  
20 %-igen SDS-Lösung und 2,5 µl Proteinase K (20 mg/ml) zum Eluat gegeben und für 
1 h  bei 37 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion 
(s. 2.2.1.8) aufgereinigt, die DNA mit Ethanol präzipitiert (s. 2.2.1.9) und dann in 14 µl 
RNase-freiem Wasser aufgenommen. Es folgte die Transkription der DNA und die Mar-
kierung der RNA. Dazu wurden 6 µl 5 x Transkriptionspuffer, 2 µl eines 10 mM Nukleo-
tidgemisches (dATP, dCTP und dGTP), 10 U RNase-Inhibitor (RNasin), 12 U SP6-RNA-
Polymerase sowie 50 µCi [α-32P]dUTP zur linearisierten Vektor-DNA gegeben und für 2 h 
bei 37 °C inkubiert. Auf die In-vitro-Synthese markierter RNA-Moleküle folgte eine Be-
handlung des Ansatzes mit DNase I. Dadurch wurden Vektorsequenzen hydrolysiert und 
die Hybridisierungsreaktion störende Einflüsse nicht markierter Sequenzen vermieden. 
Dazu wurden 20 U DNase I zum Reaktionsansatz gegeben und 15 min bei 37 °C inkubiert. 
Die RNA-Sonde mußte schließlich von nicht eingebauten Nukleotiden gereinigt werden. 
Dies geschah mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion (s. 2.2.1.8). Zur besseren Durch-
führung wurde der Reaktionsansatz mit DEPC-behandeltem Wasser auf 200 µl aufgefüllt. 
Der Phenol-Chloroform-Extraktion folgte eine Alkoholfällung mit Ammoniumacetat  
(2,5 M final). Die fertige RNA-Sonde wurde in 200 µl RNase-freiem Wasser aufbewahrt. 
Zusätzlich wurden 10 U RNase-Inhibitor (RNasin) zum Reaktionsansatz gegeben. Bis zu 
ihrer Verwendung wurde die RNA-Sonde bei –20 °C gelagert. Wie andere Nukleinsäure-
sonden wurde auch die hergestellte Antisensesonde vor der Hybridisierung denaturiert.  
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2.2.3 Arbeiten mit Bakterien 
 
2.2.3.1 Herstellung kompetenter E.-coli-Zellen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden transformationskompetente E.-coli-Zellen mittels 
Calciumchlorid hergestellt; modifiziert nach Cohen et al. (1972).  
Zunächst wurde ein frischer Zellausstrich des jeweiligen E.-coli-Stammes (HB101, DH5α, 
etc) auf einer 2YT-Platte angelegt und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Bakterien-Ein-
zelkolonie wurde in 5 ml 2YT-Medium überimpft und 12-16 h bei 37 °C unter Schütteln 
kultiviert. Danach wurden 50 ml 2YT Medium mit 500 µl dieser Vorkultur beimpft und  
2-4 h bis zum Erreichen einer Zelldichte von 5 x 107/ml (das entsprach einer OD560 von 
0,5) bei 37 °C kräftig geschüttelt. Anschließend wurden die Bakterienzellen 10 min in Eis 
gekühlt. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Arbeiten auf Eis und mit vorgekühlten Materia-
lien und Lösungen durchgeführt. Danach wurden die Zellen für 10 min bei 2 500 rpm bei  
4 °C sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde in 25 ml 0,1 M Calciumchloridlösung re-
suspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Suspension 10 min 
bei 2 500 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig dekantiert, die Bak-
terienzellen wurden in 500 µl 0,1 M Calciumchloridlösung aufgenommen. Zur Aufbe-
wahrung wurden die kompetenten E.-coli-Zellen mit 400 µl Glycerin versetzt. Die Zellsus-
pension wurde in Aliquots zu je 100 µl in 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäße überführt und in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen können mehrere Monate bei 
–70 °C aufbewahrt wurden. 
 
2.2.3.2 Herstellung elektrokompetenter Leucin prototropher E.-coli HB 101 
Zur Herstellung elektrokompetenter Leucin prototropher E.-coli HB 101 wurde 2YT-
Medium beimpft, kultiviert und schließlich bei Erreichen einer OD560 von 0,5 wie unter 
2.2.3.1 beschrieben sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde in 25 ml 10 % (v/v) 
Glycerinlösung resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die 
Suspension 10 min bei 2 500 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 
dekantiert und die Bakterienzellen wurden in 500 µl 10 % (v/v) Glycerinlösung aufge-
nommen. Zur Aufbewahrung wurden die kompetenten E.-coli HB 101 mit 400 µl Glycerin 
versetzt. Die Zellsuspension wurde in Aliquots zu je 100 µl in 1,5-ml-Mikroreaktions-
gefäße überführt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die elektrokompetenten 
Zellen können mehrere Monate bei –70 °C aufbewahrt wurden. 
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2.2.3.3 Transformation kompetenter E.-coli-Zellen  
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Transformation kompetenter E.-coli-Zellen mittels 
Hitzeschock. Dazu wurde ein Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und die zur 
Transformation benötigte Zellzahl (15 x 107 Zellen, dem entsprechen ca. 50 µl der unter 
2.2.3.1. beschriebenenen Anleitung hergestellten kompetenten Zellen) in ein 1,5-ml-Mik-
roreaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde die zu transformierende DNA zugegeben. 
Üblicherweise wurden 5 µl eines 10 µl Ligationsansatzes oder 2 ng Plasmid-DNA zuge-
setzt. Es folgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis. Zur Aufnahme der Fremd-DNA 
wurde der Ansatz genau 2 min bei 42 °C im Thermoblock inkubiert und anschließend so-
fort auf Eis abgekühlt. Danach wurden 200 µl 2YT-Medium zugegeben. Der Transfor-
mationsansatz wurde 1 h bei 37 °C im Thermoblock leicht geschüttelt. Im Anschluß daran 
wurden 100 µl der Suspension auf 2YT-Selektiv-Platten ausplattiert und über Nacht bei  
37 °C inkubiert. Einige der gewachsenen Kolonien wurden in 2 ml 2YT-Selektiv-Medium 
überimpft und mittels einer Minipräparation (s. 2.2.1.1.1) überprüft. 
 
2.2.3.4 Aufbewahrung von Bakterien-Kulturen 
Bakterien können auf einer mit Parafilm verschlossenen Agarplatte bis zu vier Wochen 
gelagert werden. Zur längeren Aufbewahrung wurden Glycerinstocks angelegt. Dazu 
wurde 1 ml einer frischen Bakterienkultur mit 1 ml Glycerin versetzt, gut durch Invertieren 
gemischt und bei –70 °C weggefroren. 
Zur Wiederinkulturnahme der Bakterien wurde ein erbsengroßes Stück der gefrorenen 
Bakterienmasse entnommen und direkt auf 2YT-Selektiv-Platten ausplattiert oder in 2YT-
Selektiv-Medium überimpft. Der Glycerinstock wurde sofort wieder bei –70 °C gelagert. 
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2.2.4 Arbeiten mit Proteinen 
 
2.2.4.1 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
Die Produktion der GST-Fusionsproteine in Bakterienzellen wurde im Rahmen dieser 
Arbeit mittels Expressionsvektoren der pGEX-Serie der Firma Pharmacia erzielt. Diese 
Vektoren enthalten einen tac-Promotor; die Genexpression wird somit über die Zugabe von 
IPTG induziert. Dabei wird das inserierte Gen in Form eines Fusionsproteins mit der 
Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum exprimiert. Die Reinigung 
des rekombinanten Proteins erfolgte über Gluthation-Affinitätschromatographie.  
 
2.2.4.1.1 Expression eines GST-Fusionsproteins in E.-coli DH5α 
E.-coli DH5α wurden mit dem jeweiligen Expressionsplasmid transformiert (s. 2.2.3.3), 
auf 2YT/amp-Selektivagarplatte (Ampicillinkonzentration 100 µg/ml final) ausgestrichen 
und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Bakterien-Einzelkolonie wurde in 15 ml 
2YT/amp-Selektivmedium überimpft und 12-16 h bei 37 °C unter Schütteln kultiviert. Da-
nach wurden 100 ml 2YT Medium mit 10 ml dieser Vorkultur beimpft und unter Schütteln 
bis zum Erreichen einer OD600 von 0,7 bei 37 °C inkubiert. Zur Induktion der Expression 
wurde 1 mmol IPTG/l Kultur zugegeben. Die Bakterien wurden für weitere 4 h  bei 37 °C 
geschüttelt. Danach wurden die Zellen in 50-ml-Reaktionsgefäßen für 10 min bei  
2 500 rpm sedimentiert und in 10 ml PBS-Puffer gewaschen. Das Bakteriensediment 
wurde bis zur Reinigung des GST-Fusionsproteins (s. 2.2.4.1.3) bei   –70 °C gelagert. 
 
2.2.4.1.2Expression eines GST-Fusionsproteins in Epicurian Coli TKX1 
Bei Epicurian Coli TKX1 handelt es sich um einen Bakterienstamm mit einem Plasmid-
codiertem, induzierbarem Tyrosinkinasegen. Nach Transformation des jeweiligen Expres-
sionsplasmids wird, wie in E.-coli DH5α, das gewünschte rekombinante Protein produ-
ziert. Nach Induktion der Tyrosinkinase wird das Fusionsprotein in den Bakterien 
phosphoryliert. Epicurian Coli TKX1 wurden mit dem jeweiligen Expressionsplasmid 
transformiert (s. 2.2.3.3), auf 2YT/amp/tet/kan-Selektivagarplatte (Ampicillin- 100 µg/ml, 
Tetracyclin- 12,5 µg/ml und Kanamycinkonzentration 25µg/ml final) ausgestrichen und 
über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Morgen wurde eine Bakterien-Einzelkolonie 
in 15 ml 2YT/amp/tet/kan-Selektivmedium, angereichert mit 2 % Glucose, überimpft und 
12-16 h bei 37 °C unter Schütteln kultiviert. Danach wurden 100 ml 2YT/2 % (w/v) 
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Glucose-Selektivmedium mit 10 ml dieser Vorkultur beimpft und unter Schütteln bis zum 
Erreichen einer OD600 von 0,7 bei 37 °C inkubiert. Zur Induktion der Expression des re-
kombinanten Proteins wurde 1 mmol IPTG/l Kultur zugegeben. Die Bakterien wurden für 
weitere 4 h bei 37 °C geschüttelt. Es folgt eine Zentrifugation in 50-ml-Reaktionsgefäßen 
von 10 min bei 2 500 rpm. Das Bakterienpellet wurde in 10 ml PBS-Puffer gewaschen und 
zur Induktion der unter Kontrolle des trp-Promotor stehenden Tyrosinkinase in Induk-
tionsmedium aufgenommen. Es handelt sich dabei um ein Trp-Mangelmedium. In diesem 
wird das trp-Operon induziert. Die im Medium enthaltene Indolacrylsäure, ein 
Tryptophan-Analogon, hält die Expression der aktivierten Kinase aufrecht. Die Kultur 
wurde auf eine OD600 von 0,5 eingestellt. Es folgte eine Inkubation für  4 h bei 37 °C. Da-
nach wurden die Zellen in 50-ml-Reaktionsgefäßen für 10 min bei 2 500 rpm (Hettich 
Tischzentrifuge) zentrifugiert. Nach Waschen des Bakterienpellets in 10 ml PBS-Puffer 
können die Bakterienzellen bis zur Reinigung des GST-Fusionsproteins (s. 2.2.4.1.3) bei  
–70 °C aufbewahrt werden. 
 
2.2.4.1.3 Reinigung des GST-Fusionsproteins 
Die Isolation des GST-Fusionsproteins erfolgte auf Eis, oder bei 4°C und wurde mit vor-
gekühlten Materialien und Lösungen durchgeführt. Bei sämtlichen Arbeiten mit Proteinen 
wurden silikonisierte Mikroreaktionsgefäße verwendet. Zur Reinigung des rekombinanten 
Proteins über Gluthation-Affinitätschromatographie wurden die Bakterienzellen mittels 
Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurde das Bakterienpellet in 4 ml Puffer AM resuspen-
diert. Zur Ultraschallbehandlung wurde die Sonde in die Flüssigkeit eingetaucht und unter 
Vermeidung von Schaumbildung 10s mit 50 Stößen/s bei 100 W lysiert. Die Suspension 
wurde 20 min unter leichtem Schütteln inkubiert und anschließend in 2-ml-Mikroreak-
tionsgefäßen bei 14 000 rpm für 10 min sedimentiert. Die Zentrifugation wurde wiederholt 
bis der Überstand klar und frei von Zelltrümmern war. Dieser wurde in ein neues 2-ml-
Mikroreaktionsgefäß überführt. Es wurden 25 µl Glutathion-Sepharose 4B/ml Überstand 
dreimal mit Puffer AM gewaschen. Die Zentrifugation zwischen den einzelnen Wasch-
schritten erfolgte für 1 min bei 1 000 rpm. Danach wurden die Sepharose-Perlen zu dem 
Bakterienüberstand gegeben und mindestens 1 h unter Schütteln inkubiert. Danach wurde 
der Ansatz 1 min bei 1 000 rpm zentrifugiert und dreimal mit Puffer AM gewaschen. Nach 
jedem Waschschritt wurden die an Glutathion-Sepharose gekoppelten Fusionsproteine in 
ein neues 2-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. Schließlich wurden die Proteine in 200 µl 
Puffer AM aufgenommen und bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. 
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2.2.4.2 GST-pull-down-Experiment 
Die GST-pull-down-Technik ist eine Methode mit der Protein-Protein-Interaktionen in-
vitro nachgewiesen werden können. Zur Identifikation von Interaktionspartnern wurden die 
an Glutathion-Sepharose gekoppelten Fusionsproteine (ca. 50 µg) zu dem Ganzzellysat 
gegeben und unter leichtem Schütteln bei 4 °C über Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen 
wurden die an Glutathionperlen gebundenen rekombinanten Proteine samt ihrer Wechsel-
wirkungspartner für 1 min bei 1 000 rpm abzentrifugiert und dreimal mit Puffer AM ge-
waschen. Nach jedem Waschschritt wurde der an Glutathion-Sepharose gekoppelte 
Proteinkomplex in ein neues 2-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. Schließlich wurden die 
Proteine in 30 µl 1 x Proben-Auftragepuffer aufgenommen, 10 min gekocht und bis zur 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s. 2.2.4.3) bei 4 °C aufbewahrt. 
Wichtig bei der Durchführung und Auswertung von GST-pull-down-Experimenten ist das 
Mitführen geeigneter Kontrollen. So wurde GST alleine, d.h. nicht als Fusionsprotein, 
immer als Kontrolle eingesetzt. Mit ihr können mögliche unspezifische Wechselwirkungen 
der Interaktionspartner mit dem perlenkonjugierten GST erkannt werden.  
 
2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach Standard Protokollen von Lämmli (1970) durch-
geführt. 
 
2.2.4.3.1 Vorbereitung der Proben für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die zu analysierende Proteinlösung wurde mit ¼ Volumenanteil 4 x Proben-Aufragepuffer 
gemischt und 5 min bei 100 °C im Wasserkocher hitzedenaturiert. 
Handelte es sich bei den Proben um Sediment, so wurden diese, in 30–50 µl 1 x Proben-
Aufragepuffer resuspendiert und unter den beschriebenen Bedingungen denaturiert. Da-
nach wurden unlösliche Bestandteile durch eine Zentrifugation von 5 min bei 14 000 rpm 
abgetrennt. Der Überstand wurde in ein neues 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. 
 
2.2.4.3.2 Färben der SDS-Polyacrylamid-Gele mit Coomassie Blau 
Zum Färben wurde das Gel in eine Plastikschale gelegt, großzügig mit Färbelösung be-
deckt und eine Stunde unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde die Flüssigkeit 
wieder in das Ausgangsgefäß gegossen. Das Polyacrylamidgel wurde in Entfärbelösung bis 
zur gewünschten Verringerung des Hintergrundes entfärbt. 
 
-Material und Methoden- 49 
2.2.4.3.3 Trocknen des gefärbten SDS-Polyacrylamid-Gels 
Zur Beseitigung sämtlicher Alkohol- oder Essigsäurereste wurde das Gel in Aqua bidest 
gewässert. Anschließend wurde es luftblasenfrei auf einem Whatmann 3MM-Papier, mit 
Klarsicht-Haushaltsfolie bedeckt, auf dem Geltrockner für etwa 45 min getrocknet. 
 
2.2.4.4 Western Blot 
Beim Western Blot wurden Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung in einem Gel, 
unter Beibehaltung des ursprünglichen Bandenmusters, auf eine Trägermembran übertra-
gen und mit für sie spezifischen Antikörpern nachgewiesen (Burnette 1990). Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde das Semi-Dry-Blot-Verfahren angewandt (Khyse-Andersen 1984, 
Tovey & Baldo 1987). Dafür wurde das Trenngel nach der Gelelektrophorese für 20 min in 
Kathodenpuffer äquilibriert. Die Nitrocellulosemembran (Towbin et al. 1989) wurde auf 
die Größe des Gels zurechtgeschnitten und 30 min in Anodenpuffer II getränkt. Da der 
Aufbau des Semi-Dry-Blot luftblasenfrei erfolgen muß, wurden Luftblasen durch vorsich-
tiges Rollen mit einer Glaspipette entfernt. Der Blotting-Sandwich wurde wie folgt aufge-
baut: Auf der mit Anodenpuffer I befeuchteten Anode wurden zwei in diesem Puffer ge-
tränkte Whatmann 3MM-Papiere, gefolgt von einer Schicht mit Anodenpuffer II vollge-
sogenem Filterpapier, plaziert. Darauf wurden erst die Nitrocellulosemembran, dann das 
Acrylamidgel gelegt. Der Sandwich wurde mit drei Lagen in Kathodenpuffer eingeweich-
tem Whatmann 3MM-Papier vervollständigt. Zum Schluß wurde die mit diesem Puffer 
benetzte Kathodenplatte parallel zur Anodenplatte auf den Stapel gesetzt und mit einem 
Gewicht beschwert. Die Proteine wurden mit 0,8 mA/ cm2 auf die Membran transferiert. 
Dafür wurden je nach Proteingröße 2-2,5 h veranschlagt. Da im Rahmen dieser Arbeit nur 
11 %-ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet wurden, mußte bei der Transferdauer die 
Acrylamidkonzentration nicht berücksichtigt werden. Nach dem Blotten wurde die 
Membran an der Stelle, an der sich die rechte untere Ecke des Gels befand, durch einen 
kleinen Einschnitt gekennzeichnet. Zusätzlich wurden die Banden des Markers auf der 
Membran mit Kugelschreiber nachgezogen.  
 
2.2.4.4.1 Färbung der transferierten Proteine mit Ponceau S 
Durch die Färbung der transferierten Proteine mit Ponceau S (Salinovich & Montelaro 
1986) wurde die Effizienz des Blotvorgangs überprüft. Dazu wurde die Membran nach 
dem Proteintransfer für 10 min in Ponceau-S-Gebrauchslösung geschwenkt, anschließend 
1-2 min unter mehrmaligem Wechseln mit Aqua bidest entfärbt. Vorhandene Proteinban-
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den wurden dabei rot dargestellt. Die Färbung nimmt keinen Einfluß auf die folgenden 
Visualisierungsverfahren und verschwindet nach weiterem Waschen wieder.  
 
2.2.4.4.2 Nachweis der Proteine mit Antikörpern 
Zum Absättigen überschüssiger Proteinbindestellen der Membran wurde im Rahmen dieser 
Arbeit TBST-Puffer mit 3 % (w/v) BSA verwendet. Sie wurde dazu eine Stunde in einem 
50-ml-Reaktionsgefäß auf einem Rotationsschüttler geblockt. Im Anschluß daran folgte die 
eigentliche Nachweisreaktion: die Bindung des spezifischen Erstantikörpers. Dieser 
Immunkomplex ist nicht sichtbar und wird erst durch die Bindung eines zweiten Antikör-
pers an den ersten visualisiert. Nach Abgießen der Blocking-Lösung wurde der Erstanti-
körper in geeigneter Verdünnung (1-10 µg/ml) zu 2 ml frischem TBST/3 % (w/v) BSA-
Puffer gegeben und für 1-6 h bei Raumtemperatur geschüttelt. Im Anschluß daran wurde 
die Antikörperlösung entfernt und die Membran dreimal 15 min mit ca. 25 ml TBST-
Puffer gewaschen. Der mit Radionukliden gekoppelte Zweitantikörper richtet sich gegen 
konstante Bereiche des Erstantikörpers. Die Inkubation erfolgte mit 2 µCi des zweiten 
Antikörpers (125J anti-rabbit IgG bzw. 125J anti-mouse IgG) in 3 ml TBST/3 % (w/v) BSA-
Puffer für 1 h unter Schütteln bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen in TBST-
Puffer wurde die Membran in Haushalts-Klarsichtfolie eingepackt, zur Exposition in eine 
Filmkassette mit Verstärkerfolie gelegt und bei –70 °C bis zum Entwickeln des Röntgen-
films (X-OMATTM AR, Kodak), nach 1-2 Tagen, gelagert. 
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2.2.5 Arbeiten mit Zellkulturen 
 
2.2.5.1 Kultivierung von 32D.C10-Zellen  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 32D.C10-Zellen verwendet. Es handelt sich dabei um die 
IL-3 abhängige murine myeloide Zellinie. Diese wurde mit dem humanen G-CSFR trans-
fiziert und von der Arbeitsgruppe von I. Touw aus Rotterdam zur Verfügung gestellt (de 
Koning et al. 1998). Die Zellen wurden in RPMI-Kulturmedium bei 37 °C, 5 % (v/v) CO2 
und wassergesättigter Luftatmosphäre kultiviert. Sie wurden in Zellkulturschalen gehalten 
und alle 2-3 Tage im Verhältnis 1:10 passagiert. 
 
2.2.5.2 Einfrieren und Auftauen von 32D.C10-Zellen 
2.2.5.2.1 Einfrieren von 32D.C10-Zellen 
Zur längeren Aufbewahrung wurden Dauerkulturen angelegt. Diese können tiefgefroren 
und zu einem späteren Zeitpunkt wieder aufgetaut und kultiviert werden.  
Zum Einfieren wurden ca. 2 x 106 Zellen in 1 ml kaltem FCS aufgenommen. Jeweils  
0,5 ml dieser Zellsuspension wurden in 1,5-ml-Kryoröhrchen, in denen je 0,5 ml DMSO-
Lösung vorgelegt waren, gegeben, gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Danach 
wurden die Zellen in einer Styroporbox über Nacht bei –70 °C weggefroren. Am nächsten 
Tag wurden sie in flüssigem Stickstoff überführt und dort bis zu ihrem Auftauen gelagert. 
 
 2.2.5.2.2 Auftauen von 32D.C10-Zellen 
Das Kryoröhrchen wurde in der Hand aufgetaut. Danach wurden die Zellen sofort mit 1 ml 
vorgewärmtem RPMI-Kulturmedium gemischt und in einem 15-ml-Reaktionsgefäß mit 
Medium bis 10 ml aufgefüllt. Es folgte eine Zentrifugation von 5 min bei 1 000 rpm nach 
der die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturschalen ausgesäht wurden. 
 
2.2.5.3 Gewinnung eines IL-3-haltigen Überstandes  
32D.C10-Zellen brauchen IL-3 zum Überleben. Dieses wurde in Form eines Kulturüber-
standes Il-3 produzierender WEHI-3B-Zellen zur Herstellung des konditionierten Mediums 
verwendet.  
Für die Gewinnung des Überstandes wurden WEHI-3B-Zellen in DMEM-Medium kulti-
viert. Hatten die Zellen die gewünschte Dichte erreicht, wurden sie in IL-3-Produktions-
medium, das sich nur in seinem prozentualen FCS-Anteil von dem DMEM-Kulturmedium 
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unterscheidet, aufgenommen. 3 Tage später wurden die Zellen geerntet und der Überstand 
sterilfiltriert. Bis zu seiner Verwendung wurde er bei –20 °C aufbewahrt. Normalerweise 
wurden 5 % des Filtrates in das Kulturmedium der 32D.C10-Zellen gegeben, seine opti-
male Konzentration wurde jedoch für jede Charge ausgetestet.  
 
2.2.5.4 Stimulation von 32D.C10-Zellen 
32D.C10-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche den G-CSFR und können mit G-CSF 
stimuliert wurden. Durch die Stimulation differenzieren die myeloiden Vorläuferzellen zu 
reifen Granulozyten. Um diesen Effekt erzielen zu können, wurden die Zellen mit kaltem 
PBS gewaschen, in Stimulationsmedium aufgenommen und unter den üblichen Bedin-
gungen kultiviert. Die Zellen wurden nach 3 Tagen noch einmal passagiert, danach hörten 
sie auf zu proliferieren und fingen allmählich an zu differenzieren. Ab diesem Zeitpunkt 
wurde ihr Medium alle 2 Tage durch Zentrifugation für 5 min bei 1 000 rpm und durch 
anschließendes Resuspendieren in Stimulationsmedium gewechselt. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde die Stimulation bis zu 13 Tage lang durchgeführt. 
 
2.2.5.5 Bestimmung der Lebendzellzahl  
Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurden 20 µl einer Zellsuspension mit  
20 µl Trypanblaulösung gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der 
Farbstoff dringt nur in tote Zellen ein und färbt diese blau, vitale Zellen dagegen können 
Trypanblau ausschließen und erscheinen im mikroskopischen Bild hell. 10 µl des Ansatzes 
wurden in eine Neubauer-Zählkammer gegeben. Die lebenden Zellen wurden ausgezählt. 
Ihre Zellzahl berechnet sich nach folgender Formel: 
  1mlZellen −×  = 
teGroßquadraderZahl
Zellzahl 1mlx102 4 −××  
 
2.2.5.6 Herstellung und Färbung von Zytozentrifugationspräparaten 
Zytozentrifugationspräparate wurden hergestellt, um 32D.C10-Zellen zu färben und an-
schließend mikroskopisch auf ihren Differenzierungsstatus hin zu untersuchen. Dazu 
wurden Objektträger mit aufgesetzter Zytokammer in eine Objektträgerhalterung gesetzt. 
Anschließend wurden 200 µl der Zellsuspension in die Kammer pipettiert und für 3 min 
bei 1500 rpm sedimentiert. Danach wurde zwischen Objektträger und Zytokammer eine 
Filterkarte eingesetzt und 1 min bei 3000 rpm trocken zentrifugiert. Zum Schluß wurden 
die Zellen mit Methanol auf dem Objektträger fixiert. 
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2.2.5.6.1 Färbung der Zytozentrifugationspräparate mit May-Grünwald 
Die May-Grünwald-Färbung ist eine spezielle Färbung für hämatopoetische Zellen. Dabei 
wurden die auf dem Objektträger fixierten 32D.C10-Zellen für 3 min in May-Grünwald-
Lösung inkubiert und anschließend unter fließendem Leitungswasser von überschüssiger 
Färbelösung befreit. Auf die May-Grünwald-Färbung folgte die Giemsafärbung 
 
2.2.5.6.2 Färbung der Zytozentrifugationspräparate mit Giemsa 
Mit der Giemsafärbung kann die Morphologie von Zellen dargestellt werden. Dazu wurde 
das May-Grünwald gefärbte Zytozentrifugationspräparat für 20 min in verdünnter 
Giemsalösung (1:20 mit Aqua bidest) gefärbt, kurz mit deionisiertem Wasser abgespült 
und anschließend an der Luft getrocknet. Das gefärbte Präparat konnte nun mikroskopisch 
untersucht werden. 
 
2.2.5.7 Immunfärbung der 32D.C10-Zellen  
Die 32D.C10-Zellen wurden mit einem floureszenzmarkierten Antikörper versehen und 
mittels FACS analysiert. Mit diesem Verfahren wurde geprüft welche Oberflächenproteine 
zum jeweiligen Zeitpunkt der Stimulation bevorzugt exprimiert wurden. Man erhält somit 
Auskunft über den vorliegenden Differenzierungsstatus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
Gr-1-, CD11c- und CD14-Floureszein-konjugierte Antikörper verwendet. Alle der folgen-
den Schritte wurden auf Eis und mit vorgekühlten Lösungen durchgeführt. Zunächst 
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, gezählt und auf 6 x 107 Zellen/ml PBS 
eingestellt. Danach wurden jeweils 50 µl dieser Zellsuspension in ein 1,5-ml-Mikroreak-
tionsgefäß überführt und mit 1,5 µg des jeweiligen Antikörpers in einem Volumen von  
50 µl versetzt. Zur Messung der Eigenfluoreszenz der Zellen bleibt ein Ansatz ohne Anti-
körper, ihm wurden statt dessen 50 µl reines PBS zugegeben. Die Reaktionsansätze 
wurden durch vorsichtiges Schnippen gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen wurden die Zellen in 200 µl PBS aufgenommen und sofort mittels 
FACS analysiert.  
 
 2.2.5.8 Metabolische Markierung von Zellen mit Tran-35S-Label 
Für die metabolische Markierung wurden die entsprechenden Zellen bis zu einer Dichte 
von 1 x 107 Zellen pro Kulturschale kultiviert. Danach wurden sie in 1 ml Markiermedium-
Methionin/Cystein überführt. Die Zellen wurden 2 h in diesem Medium unter den üblichen 
Bedingungen inkubiert. Im Anschluß daran wurden sie für 5 min bei 1 000 rpm abzentri-
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fugiert und in 1 ml Markiermedium-Methionin/Cystein resuspendiert. Zur 6-stündigen 
Inkubation bei 37 °C wurden 100 µCi Tran-35S-Label zugegeben. Danach wurden die 
Zellen mit PBS gewaschen und mit Puffer AM lysiert. Das Ganzzellysat wurde bei einem 
GST-pull-down-Experiment (s. 2.2.4.2) eingesetzt. Zum Schluß konnte die physische 
Interaktion des Fusionsproteins mit den radioaktiv markierten Proteinen im Auftreten von 
spezifischen Banden auf dem Radiogramm gezeigt werden. 
 
2.2.5.9 Herstellung von Zellysaten  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gesamtzellextrakte von 32D.C10-Zellen hergestellt. 
Dazu wurden 1 x 107 Zellen für 10 min bei 1 000 rpm bei 4°C abzentrifugiert und mit  
10 ml kaltem PBS gewaschen. Sofern das Zellysat nicht sofort hergestellt wurde, wurde 
das Zellsediment sofort in flüssigen Stickstoff eingefroren und anschließend bei –70 °C 
gelagert. Zur Herstellung des Gesamtzellextraktes wurde das Zellpellet in 1 ml Puffer AM 
resuspendiert und eine Stunde bei gelegentlichem Schütteln auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde das Lysat 5 min bei 14 000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein 
1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. Die isolierten Proteine konnten nun in weiteren 
Versuchen, z.B. GST-pull-down-Experimenten (s. 2.2.4.2), eingesetzt werden.  
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2.2.6 Arbeiten mit Hefen 
 
2.2.6.1 Screening einer pVP16-cDNA-Bank 
Um die Rolle eines Proteins in der Signaltransduktion der Zelle besser zu verstehen, ist es 
wichtig seine Wechselwirkungspartner zu kennen. Die Identifikation solcher kann mit ver-
schiedenen Verfahren erfolgen, z.B. durch Screening einer Expressionsbibliothek, mittels 
GST-pull-down-Experimenten, etc. Eine weitere Möglichkeit bietet das Hefe-Zwei-
Hybrid-System. Es handelt sich um eine in-vivo Methode mit der, unter Zuhilfenahme 
mehrer Selektionsmarker, Protein-Protein-Interaktionen in Hefe ausfindig gemacht werden 
können (Fields & Song 1989). Molekulare Grundlage des Systems ist der Aufbau 
eukaryontischer Transkriptionsfaktoren. Diese bestehen aus zwei komplementären Do-
mänen, einer DNA-bindenden- und einer Aktivierungsdomäne. Beide werden zum Aus-
lösen der Transkription benötigt. Beim Hefe-Zwei-Hybrid-System werden die einzelnen 
Domänen getrennt an Proteine gebunden. Es entstehen zwei Arten von Fusionsproteinen. 
Keines der beiden verfügt über Transkriptionsfaktoraktivität. Kommt es in der Hefe zu 
einer Interaktion des zu untersuchenden Proteins mit seinem Wechselwirkungspartner, 
wird die ursprüngliche Transkriptionsfaktorfunktion wiederhergestellt.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hybridkonstrukte aus verschieden Domänen des  
G-CSFR und der DNA-Bindungsdomäne LexA hergestellt und zusammen mit einem 
zweiten Vektor, der die VP16-Transaktivierungsdomäne, ein Kernlokalisierungssignal und 
beliebige codierende Sequenzen einer cDNA-Bibliothek enthält, in einen geeigneten Hefe-
stamm transfiziert. Dazu wurde der Saccharomyces cerevisiae Stamm L40, der über his3- 
und lacZ-Reporter verfügt, verwendet.  
 
2.2.6.1.1 Hefetransformation der LexA-Konstrukte 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid-Screening mit vier Kon-
strukten gleichzeitig durchgeführt und jedes einzeln in L40 transformiert. Dazu wurde ein 
frischer Vereinzelungsausstrich des Hefestammes L40 auf einer YPD-Platte durchgeführt 
und über Nacht bei 30 °C im Brutschrank kultiviert. Am nächsten Morgen wurde eine 
Hefeeinzelkolonie in 10 ml YPD überführt und 12-16 h unter Schütteln bei 30 °C inku-
biert. Danach wurde die Flüssigkultur in 50 ml YPD auf eine OD600 von 0,5 eingestellt und 
für weitere 2-4 h geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen 10 min bei 2 500 rpm sedi-
mentiert und in 40 ml Puffer TE gewaschen. Nach einer Zentrifugation 10 min bei 2 500 
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rpm wurde das Pellet in 2 ml LiAc/TE-Puffer resuspendiert und für 10 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Inzwischen wurden in 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäßen 1 µg Plasmid-
DNA der jeweiligen LexA-Konstrukte und 100 µg denaturierte, fragmentierte Herings-
sperma-DNA vorgelegt. Nach Zugabe von 50 µl der Hefesuspension und 500 µl LiAc/TE/ 
PEG-Lösung wurde der Transformationsansatz gemischt und für mindestens 30 min bei  
30 °C inkubiert. Im Anschluß daran folgte ein zehnminütiger Hitzeschock bei 42 °C. Zur 
Verbesserung der Transformationseffizienz wurden 55 µl DMSO zugegeben. Vor dem 
Ausplattieren auf (–T)-Agar wurden die Zellen für 2 min bei 2 500 rpm abzentrifugiert und 
dreimal mit 1 ml Puffer TE gewaschen. 
 
2.2.6.1.2 Überprüfung der Expression der LexA-Fusionsproteine mittels Westen Blot 
Die jeweiligen Hefe-Einzelkolonien wurden 2 ml (-T)-Medium überführt und für 12-16 h 
bei 30 °C geschüttelt, anschließend in 25 ml (-T)-Medium verdünnt und für weitere 7 h bis 
zum Erreichen einer OD600 von 0,7 kultiviert. Danach wurde die Hefesuspension in ein  
50-ml-Reaktionsgefäß überführt und 5 min bei 2 500 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde 
einmal mit PBS gewaschen, in 40 µl 10 mM Tris-HCl pH 8,0 resuspendiert, mit 10 µl 
Oxalyticase-Stammlösung versetzt und mindestens 30 min bei 30 °C im Thermoblock 
leicht geschüttelt. Schließlich wurde der Ansatz mit 15 µl 4 x Probenauftrags-Puffer ver-
setzt und 15 min bei 100 °C im Wasserkocher denaturiert. Für die Gelelektrophorese 
wurden 20 µl des Hefelysates auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und unter 
Standardbedingungen getrennt (s. 2.2.4.3). Der Western Blot (s. 2.2.4.4) und der Protein-
Nachweis (s. 2.2.4.4.2) erfolgten ebenfalls nach den bereits beschriebenen Vorgehens-
weisen. Anstelle des TBST/3 % (w/v) BSA-Puffers wurde jedoch TBST-Puffer mit 5 % 
(w/v) Trockenmilchpulver verwendet. 
 
2.2.6.1.3 Hefetransformation der pVP16-cDNA-Bibliothek 
Zur Durchführung des Screenings wurde eine embryonale pVP16-cDNA-Bibliothek 9,5-
10,5 Tage alter Mäuse verwendet. Die über Not I in den VP16-Expressionsvektor klonier-
ten Fragmente haben eine durchschnittliche Größe von 350 bis 700 bp.  
Für das Screening der pVP16-cDNA-Bibliothek wurden die jeweiligen Hefe-Einzel-
kolonien in 5 ml (-T)-Medium überimpft und für 10 h bei 30 °C unter Schütteln inkubiert. 
Zum Anlegen einer Übernachtkultur wurden diese in 250 ml (-T)-Medium verdünnt und 
am nächsten Morgen auf eine OD600 von 0,4 eingestellt. Alle Hefesuspensionen ergaben 
ein Gesamtvolumen von 1 l. Die einzelnen Kulturen wurden für weitere 3 h bis zu einer 
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OD600 von 0,5-0,6 inkubiert. Sobald alle Hefesuspensionen diese Dichte erreicht hatten, 
wurden sie zusammengegeben und für 10 min bei 2 500 rpm abzentrifugiert. Das Sediment 
wurde zweimal mit Aqua bidest gewaschen, anschließend in 20 ml LiAc/TE-Puffer 
resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 381 µg Plasmid-
DNA der pVP16-cDNA-Bibliothek, 20 mg denaturierte, fragmentierte Heringssperma-
DNA und 140 ml LiAc/TE/PEG-Lösung zur Hefesuspension gegeben, gemischt und 
mindestens 30 min bei 30 °C inkubiert. Vor dem 15-minütigen Hitzeschock bei 42 °C im 
Wasserbad wurde der Transformationsansatz mit 17,6 ml DMS0 versetzt. Danach wurden 
die Zellen im Wasserbad auf Raumtemperatur abgekühlt, für 5 min bei 2 500 rpm 
sedimentiert und zweimal mit Aqua bidest gewaschen. Das Hefepellet wurde zunächst in 
einem Liter YPD aufgenommen und eine Stunde bei 30 °C inkubiert. Schließlich wurden 
die Hefezellen zweimal mit Aqua bidest gewaschen, in 1 l (-TL)-Medium resuspendiert 
und über Nacht bei 30 °C geschüttelt. 
Zur Kontrolle der Transformationseffizient wurde 1/106 des Transformationsansatzes auf  
(-TL)-Platten ausgestrichen und für 2-3 Tage bei 30 °C inkubiert. 
Am nächsten Morgen wurden die Hefezellen der Flüssigkultur für 10 min bei 2 500 rpm 
sedimentiert, zweimal mit Aqua bidest gewaschen, in 10 ml Aqua bidest resuspendiert und 
auf 20 140-mm-(-THULL)-Aminotriazol-Platten ausplattiert. Auf den einzelnen Platten 
wurden verschiedene Volumina aufgebracht. Es wurden 5 mit 50 µl, 5 mit 250 µl, 5 mit 
500 µl, 2 mit 1 000 µl, 2 mit 1 500 µl und 1 Platte mit der restlichen Hefesuspension 
beimpft.  
Zum Picken der Transformanten wurden (-THULL)-Aminotriazol-Platten in kleine 
Quadrate eingeteilt und durchnumeriert. Nach drei Tagen konnten die ersten Kolonien ge-
pickt und auf den vorbereiteten Platten in aufsteigender Zahlenfolge ausgestrichen werden. 
Die Position der Transformanten wurde auf der ursprünglichen Platte markiert. Damit 
wurde vermieden, daß dieselben Kolonien mehrmals überimpft wurden. Sowohl die Platten 
auf denen die Transformationsansätze ausplattiert wurden, als auch diejenigen mit den ge-
pickten Klonen wurden bei 30 °C inkubiert. An den folgenden zwei Tagen wurden eben-
falls Kolonien auf die beschriebene Art und Weise ausgeimpft und zusätzlich von den ge-
wachsenen Transformanten Glycerinstocks und Flüssigkulturen zur Isolation der Plasmid-
DNA angelegt. 
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2.2.6.2 Aufbewahrung von Hefe-Kulturen 
Hefen können auf einer mit Parafilm verschlossenen Agarplatte bis zu vier Wochen gela-
gert werden. Zur längeren Aufbewahrung wurden Glycerinstocks angelegt. Dazu wurde  
1 ml einer frischen Hefekultur mit 1 ml Glycerin versetzt, gut durch Invertieren gemischt 
und bei –70 °C weggefroren. Zur Wiederinkulturnahme der Hefen wurde ein erbsengroßes 
Stück der gefrorenen Masse entnommen, direkt auf entsprechenden Agarplatten ausplat-
tiert, oder in geeignetes Flüssigmedium überimpft. Der Glycerinstock wurde sofort wieder 
bei –70 °C gelagert. 
 
2.2.6.3 Isolierung der Hefeplasmid-DNA 
Um den Interaktionspartner des zu untersuchenden Proteins zu identifizieren, mußte die 
Plasmid-DNA aus den Hefezellen isoliert werden. Man erhält ein Gemisch aus zwei ver-
schiedenen, für die beiden Fusionsproteine codierenden Plasmiden. Zur Isolation dieses 
Plasmid-DNA-Gemisches wurde eine Hefeeinzelkolonie in 2 ml (-TL)-Medium überführt 
und für 12-16 h bei 30 °C inkubiert. Die Hefesuspension wurde in ein 2-ml-Mikroreak-
tionsgefäß überführt und für 5 min bei 2 500 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in  
300 µl Lysispuffer resuspendiert, mit 150 µl Glassperlen (∅ 0,45 mm), 150 µl Phenol und 
150 µl Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde 1 min lang heftig auf dem Vibromischer 
gemixt. Nach einer 1-minütigen Zentrifugation wurde die wäßrige Phase in ein neues  
1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt und mit Ethanol gefällt. Das getrocknete Plasmid-
DNA-Gemisch wurde schließlich in 25 µl Puffer TE gelöst und bis zur weiteren Analyse 
bei –20 °C aufbewahrt.  
 
2.2.6.4 Selektion von pVP16 aus dem Plasmid-DNA-Gemisch 
Zur Selektion von pVP16 aus dem Plasmid-DNA-Gemisch wurde dieses in einen Leucin 
prototrophen E.-coli-Stamm HB 101 transformiert. Auf geeigneten Selektionsplatten kön-
nen nur Bakterien mit pVP16 wachsen. Dazu wurden kompetente Leucin prototrophe HB 
101 Zellen auf Eis aufgetaut (s. 2.2.3.2). 40 µl der Zellsuspension wurden mit 2 µl des 
Hefe-Plasmid-DNA-Gemisches versetzt, gemischt und in eine vorgekühlte Elektro-
porationsküvette (0,1 cm) überführt. Die Transformation erfolgte unter folgenden Bedin-
gungen: 1,8 kV, 200 Ω und 25 µF. Danach wurde der Ansatz mit 1 ml kaltem SOC-
Medium versetzt, in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt und 1 h bei 37 °C geschüt-
telt. Anschließend wurde die Bakteriensuspension auf M9-(-L)-Platten ausgestrichen. Von 
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den gewachsenen Transformanten wurden Glycerolstocks (s. 2.2.3.4) und 2YT/amp-Flüs-
sigkulturen zur Isolation der Plasmid-DNA angelegt. 
 
2.2.6.5 Überprüfung der möglichen Interaktionspartner in YRN 974 
Mit dem Hefestamm YRN 974, der ein GFP-Reportergen ins Genom integriert hat, kann 
eine Protein-Protein-Interaktion in der lebenden Hefezelle mittels FACS direkt gemessen 
werden. Dazu wurden die Plasmide (pVP16 und pBTM116) der möglichen Interaktions-
partner in YRN 974 transformiert (s. 2.2.6.1.1) und auf (-TL)-Platten ausgestrichen. Als 
Negativkontrolle wurde der leere pBTM-116-Vektor zusammen mit dem vermuteten, in 
pVP16 klonierten, Interaktionspartner in YRN 974 eingebracht. Um verläßlichere Aus-
sagen machen zu können, wurden pro Transformationsansatz 4 Kolonien gepickt und in 
2 ml (-TL)-Flüssigmedium 12-16 h bei 30 °C geschüttelt. Danach wurden 200 µl der je-
weiligen Übernachtkulturen in 2 ml (-TL)-Medium überführt und unter Schütteln für 
weitere 4 h bei 30 °C kultiviert. Zur Messung der relativen Grünfluoreszenz wurden 100 µl 
der Hefesuspensionen in 1 ml 10 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,5 verdünnt und in ein FACS-
Röhrchen überführt. Bei der Messung wurde die Signalverstärkung so gewählt, daß die 
Eigenfluoreszenz der Hefe etwa 10 relative Fluoreszenzeinheiten ausmacht. Pro Messung 
wurden 10 000 Hefezellen analysiert. Eine mögliche, mit weiteren Methoden zu bestäti-
gende, Interaktion zeigt sich im Verhältnis der relativen Grünfluoreszenz der mit den bei-
den Bindungspartnern transformierten Hefezellen zur Negativkontrolle.  
Mittels dieses Hefestammes konnten die zu untersuchenden Proteine auf ihre Fähigkeit, 
auch ohne Wechselwirkungspartner, eine Transkription der Reportergene auszulösen, un-
tersucht werden. Diese mußte vor dem Screening einer pVP16-cDNA-Bank gemacht 
werden, da nur Proteine eingesetzt werden können, die keine Fähigkeit zur Selbstakti-
vierung zeigen.  
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening 
 
Um Wechselwirkungspartner des G-CSFR ausfindig zu machen, wurde ein Hefe-Zwei-
Hybrid-Genbank-Screening durchgeführt. Mit dieser Methode können Proteine identifiziert 
werden, die an den nicht aktivierten, d.h. an den nicht phosphorylierten G-CSFR binden. 
In-vivo wird der Rezeptor nach Bindung seines Liganden G-CSF phosphoryliert und 
schafft somit neue Bindungsstellen für Proteine mit SH2-Domänen. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screenings Proteine des G-CSFR 
gesucht, die mit dem inaktiven G-CSFR assoziieren.  
 
 
3.1.1 Erstellung der LexA Konstrukte 
 
Für das Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening wurden vier Konstrukte (LexA-P1, LexA-
704, LexA-729, LexA-Ende) erstellt. Sie umfassen verschiedene Bereiche der zytoplasma-
tischen Domäne des humanen G-CSFR und wurden nach diesen benannt. So schließt 
LexA-P1 die Aminosäuren 631 bis 691 ein und entspricht damit der Proliferationsdomäne 
des G-CSFR. LexA-704 kommt der zytoplasmatischen Domäne des G-CSFR von Amino-
säurerest 694 bis Aminosäurerest 813 gleich. Dieses Konstrukt verfügt über alle vier 
Tyrosinreste (Y704, Y729, Y744, Y764) des Rezeptors. Entsprechend ist die Benennung von 
LexA-729 mit seinen drei Tyrosinresten (Y729, Y744, Y764). Es stimmt in den Aminosäuren 
728 bis 813 mit dem G-CSFR überein. LexA-Ende umfaßt die zytoplasmatische Domäne 
des G-CSFR in ihrer vollen Länge mit den Aminosäureresten 631 bis 813. Die 
Generierung und Klonierung der Konstrukte wurde bereits im Material- und Methodenteil 
(s. 2.1.11, Abb. 2-7) beschrieben. Die Beibehaltung des Leserasters der Translationsfusion 
wurde durch Sequenzierung der jeweiligen Plasmide überprüft. 
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Abb. 3-1. Schematische Darstellung der generierten LexA-Konstrukte. 
                 
 
 
3.1.2 Überprüfung der generierten LexA-Konstrukte  
 
3.1.2.1 Überprüfung auf ihre Fähigkeit zur Selbstaktivierung 
Um auszuschließen, daß die vier Konstrukte eine intrinsische Fähigkeit zur Selbst-
aktivierung haben, wurden diese zusammen mit pVP16 in einen eigens dafür konstruierten 
Hefestamm (YRN 974, Dr. R. Niedenthal, Medizinische Hochschule Hannover) trans-
formiert. Dieser hat GFP als Reportergen, so daß die Hefen im Falle einer 
Selbstaktivierung unter dem Fluoreszenzmikroskop grün fluoreszieren würden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LexA 
631
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Abb. 3-2. Überprüfung der Konstrukte auf Selbstaktivierung (Durchflußzytometer-
Diagramm von Hefestamm YRN974, der mit LexA-P1 und pVP16 kotransformiert wurde 
als Beispiel für alle anderen Messungen dieser Versuchsreihe). Bei den Diagrammen des 
Durchflußzytometers ist die Fluoreszenzaktivität logarithmisch auf der x-Achse gegen die 
Anzahl der Ereignisse auf der y-Achse aufgetragen.  
                 
 
 
Auf den Diagrammen können ein oder zwei Peaks zu erkennen sein. Der erste entspricht 
der Grundfluoreszenz der Zellen. Diese wurde vorher am FACScanner auf 10 relative 
Fluoreszenzeinheiten eingestellt. Im Falle einer Selbstaktivierung würden zwei Peaks ab-
gebildet sein, wobei der zweite die Grünfluoreszenz der, durch die Transformation des 
LexA-Konstruktes hervorgerufenen,  GFP Reportergenaktivierung wiederspiegeln würde.  
Auf allen Diagrammen des Durchflußzytometers dieser Versuchsreihe war nur ein Peak zu 
erkennen.  
 
Zusätzlich wurden die jeweiligen LexA-Konstrukte zusammen mit dem leeren pVP16 in 
den Hefestamm L40 transformiert und auf (-THULL)-Platten ausgestrichen. Dabei konnte 
keine His-Prototrophie beobachtet werden. Eine Reportergenaktivierung, ohne eine im 
Zytoplasma stattfindende Interaktion der LexA-G-CSFR-Fusionsproteine mit ihren 
Bindungspartnern konnte anhand dieser Daten ausgeschlossen werden.  
 
3.1.2.2 Überprüfung auf ihre Expression mittels Western Blot und anschließendem 
Nachweis der Proteine mit Anti-LexA Antikörper 
Vor dem Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening mußte überprüft werden, ob die 
generierten Fusionsproteine in dem zu verwendenden Hefestamm L40 exprimiert werden. 
Dazu wurden die Konstrukte in L40 transformiert und auf (–L)-Platten ausplattiert. Sowohl 
der Western Blot, als auch der Nachweis der Fusionsproteine mittels Anti-LexA Anti-
körper wurden, wie bereits im Material- und Methodenteil beschrieben (s. 2.2.6.1.2), 
durchgeführt.  
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Abb. 3-3. Expression der LexA-Fusionsproteine in Hefe. Die Abbildung zeigt ein Auto-
radiogramm eines Western Blot. Der Proteinnachweis erfolgte mit einem Anti-LexA-Anti-
körper. Auf das 11 %-ige SDS-Polyacrylamid-Gel wurden die jeweiligen Hefelysate 
(LexA-P1, LexA-704, LexA-729, LexA-Ende) aufgetragen.  
 
 
 
Es konnte gezeigt werden, daß alle vier Konstrukte in Hefe exprimiert werden. LexA-P1 
ließ sich im Vergleich zu den anderen Fusionsproteinen mit dem verwendeten Anti-LexA-
Antikörper besonders gut darstellen. Es zeigte wie erwartet eine Proteinbande bei ca.  
28 kD. Das Fusionsprotein LexA-704 zeigte neben der erwarteten Hauptbande bei etwa  
35 kD zusätzlich eine Nebenbande bei ca. 30 kD, bei dieser handelt es sich vermutlich um 
ein Degradationsprodukt. Die beiden anderen Fusionsproteine entsprachen in ihrem 
Laufverhalten den Erwartungen: LexA-729 zeigte eine Proteinbande bei ca. 32 kD und 
LexA-Ende eine bei etwa 42 kD. 
 
 
 
3.1.3 Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening 
 
Zur Durchführung des Screenings wurden die vier Konstrukte (LexA-P1, LexA-704, 
LexA-729 und LexA-Ende) zusammen mit einer embryonalen pVP16-cDNA-Bibliothek 
9,5-10,5 Tage alter Mäuse in den Hefestamm L40, wie im Material- und Methodenteil be-
schrieben (s. 2.2.6.1.3), kotransformiert. Dabei wurden 381 µg der Maus-Embryo-Genbank 
eingesetzt und 5 x 106 Transformanten über Histidin-Selektion auf eine mögliche 
Interaktion zwischen den verschiedenen Bereichen des G-CSFR mit Proteinabschnitten die 
von der Genbank codiert werden, getestet. An drei aufeinanderfolgenden Tagen konnten 
insgesamt 616 Klone isoliert und von allen Glycerolstocks angelegt werden (s. 2.2.6.2). 
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3.1.3.1 Analyse der Transformanten 
Von den 400 am schnellsten gewachsenen Transformanten wurden zusätzlich die Hefe-
Plasmid-DNAs isoliert und zur Selektion von pVP16 aus dem Plasmid-DNA-Gemisch in 
einen Leucin prototrophen E.-coli-Stamm HB 101 transformiert (s. 2.2.6.3 und 2.2.6.4). 
Um einen Überblick über die isolierten potentiellen Wechselwirkungspartner zu gewinnen, 
wurden die Plasmid-DNAs von 26 (218) Transformanten des ersten, von 5 (120) des 
zweiten, sowie von 1 (278) des dritten Tages mit einem VP16 upstream Primer sequenziert 
(s. 2.1.11, Abb. 2-3). Nach einer Datenbanksuche zeigte sich, daß unter den analysierten 
Klonen des ersten Tages nur 5 Transformanten eine zu diesem Zeitpunkt bekannte cDNA-
Sequenz oder größere Homologien zu anderen Genen aufwiesen. Die möglichen Wechsel-
wirkungspartner des zweiten und dritten Tages waren bereits bekannt: z.B. GAPDH und 
Cyclin F 
 
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 3-4. Überprüfung der möglichen Wechselwirkungspartner auf Interaktion mit 
den LexA-Fusionsproteinen. Auf der Abbildung ist ein Durchflußzytometer-Diagramm 
als Beispiel für eine durch Protein-Protein-Wechselwirkung (LexA-704/VP16-79) hervor-
gerufene GFP Reportergenaktivierung dargestellt und mit einem Pfeil markiert. Bei den 
Diagrammen des Durchflußzytometers ist die Fluoreszenzaktivität logarithmisch auf der  
x-Achse gegen die Anzahl Ereignisse auf der y-Achse aufgetragen.  
 
 
 
Auf den Diagrammen können ein oder zwei Peaks zu erkennen sein. Der erste entspricht 
der Grundfluoreszenz der Zellen. Diese wurde vorher am FACScanner auf 10 relative 
Fluoreszenzeinheiten eingestellt. Im Falle einer Interaktion sind zwei Peaks abgebildet, 
wobei der zweite die Grünfluoreszenz der durch Protein-Protein-Wechselwirkung hervor-
gerufenen GFP Reportergenaktivierung wiederspiegelt und in seiner Größe von der Stärke 
der Interaktion abhängt. Der erste Peak entsteht im Falle einer Wechselwirkung durch den 
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Verlust eines seiner Plasmide. Diese Hefezellen können unter der bestehenden Selektion 
ohne zu wachsen einige Stunden überleben.  
 
Zunächst wurde die Interaktion von zwei der bereits bekannten Proteindomänen des ersten, 
sowie der sequenzierten Klone der beiden folgenden Tage mit den LexA-Fusionsproteinen 
durch ein zweites Hefe-Zwei-Hybrid-System im Hefestamm YRN 974 überprüft. Bei der 
Messung im FACScanner konnte keine der primären Protein-Protein-Wechselwirkungen 
bestätigt werden. Auf eine Untersuchung der restlichen Transformanten des ersten Tages 
mit bekannter cDNA-Sequenz konnte verzichtet werden, da mit einer realen, direkten in-
vivo Interaktion zwischen den Proteindomänen des G-CSFR, einem Membranprotein und 
den identifizierten Proteinen, die alle im Kern lokalisiert sind, schon aufgrund der 
Positionierung beider Moleküle nicht zu rechnen war. Es schien sinnvoll sich auf die 
schnell wachsenden Klone zu konzentrieren, da rasches Hefewachstum in der Regel mit 
einer starken Interaktion korreliert. Daher wurden zusätzlich noch 16 weitere Klone des 
ersten Tages auf ihre Interaktion mit dem G-CSFR in YRN 974 geprüft. Dabei konnte ein 
Transformant identifiziert werden, der eine spezifische Wechselwirkung zeigte. Dieser, 
Klon 112, wurde im Rahmen dieser Arbeit näher charakterisiert. 
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         Neg.            LexA-P1        LexA-704       LexA-729       LexA-Endee Darstellung der gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten. 
it sowohl pBTM116 (Neg), als auch mit allen vier LexA-Konstrukten 
N 974 kotransformiert. Von jedem Transformationsansatz wurden vier 
d der Mittelwert aus den mittleren Fluoreszenzwerten gebildet. In dem 
urden die relativen Fluoreszenzeinheiten auf der y-Achse gegen die 
trukte auf der x-Achse aufgetragen. 
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Die Transformation des Leervektors pBTM116 diente als Negativkontrolle. Mit ihr wurde 
geprüft, ob der zu untersuchende Transformant auch ohne Wechselwirkung mit den 
verschiedenen Fusionsproteinen des G-CSFR eine Interaktion auslösen kann. Im Rahmen 
der durchgeführten Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente auf GFP-Reportergenbasis konnten 
zwei Proteine identifiziert werden, die das Reportergen ohne Beihilfe eines LexA-
Fusionsproteins aktivierten. Bei diesen Selbstaktivierern handelte es sich um Pax3 und um 
ein zu diesem Zeitpunkt noch unbekanntes Protein. Indem die relativen 
Fluoreszenzeinheiten in Bezug zur Negativkontrolle gesetzt werden, können Aussagen 
über die Stärke einer gemessenen Interaktion gemacht werden. Die Messungen ergaben, 
daß VP16-112 nur zusammen mit einem Interaktionspartner eine Aktivierung des 
Reportergens hervorrufen kann. Auch konnten keine Wechselwirkungen zwischen  
VP16-112 und LexA-P1 bzw. LexA-704 festgestellt werden, da die gemessenen mittleren 
relativen Fluoreszenzeinheiten etwa denen der Negativkontrolle entsprachen. Deutlich 
höher lagen die Meßwerte von LexA-729/VP16-112 und LexA-Ende/VP16-112. Die mit 
VP16-112 und LexA-729 kotransformierten Hefezellen zeigten eine 3,6-fach und die 
VP16-112 und LexA-Ende exprimierenden Transformanten eine 7,7-fach größere Grün-
fluoreszenz als die mitgeführte Negativkontrolle. Folglich konnte von einer spezifischen 
Interaktion von VP16-112 mit LexA-729 bzw. LexA-Ende ausgegangen werden. 
 
 
3.1.4  Sequenzierung von VP16-112 
 
Die Sequenzierung der Plasmid-DNA von VP16-112 ergab (s. 2.1.11, Abb. 2.3), daß es 
sich dabei um einen DNA-Abschnitt mit repetitiven DNA-Sequenzen handelt. Dies zeigt 
sich besonders deutlich in der Proteinsequenz: 112 besteht aus 11 unvollständigen Repeats 
von 9 Aminosäuren. Die DNA-Sequenz hat einen offenen Leserahmen bis Basenpaar 354.  
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C T C AGGGGT C C T C T GGC T CC ACC TGGC T T T T GGGGT C C T C T GGCCCC AC C T GGC T T T T GG              60 
G AGT C C C C AGGAGACCGAGGTGGACCGAAAA CCCC AGGAGACC GGGGT GGACCGAAAACC 
 
    L    R      G       P      L      A       P      P     G      F     W     G       P       L     A      P       P      G      F     W 
 
 
GGTCC TC TGGCCCC ACC T GGCC T T TT GGGT CC T C T GGCCCC ACCT GGCCT T T T GGGT CT T             120 
CC AGGAGACCGGGGT GGACCGGA AAACCC AGGAGACCGGGGT GGACCGG AAAACCC AGAA 
 
   G      P      L     A       P      P      G      L       L     G      P       L     A      P      P      G      L       L     G      L 
 
 
C T GGCCCC ACCT GGCC T T T T GGGT CC T C T GGCT CCAC C T GGCC T T T T GGGT CC T C TGGC C            180 
GACCGGGG T GGACCGGAAA ACCC AGGAGACCGAGGT GGACCGGAAAA C CC AGGAGACCGG 
 
    L     A      P      P      G      L      L      G       P      L     A       P      P      G      L      L      G       P      L     A 
 
 
CCACC TGGC T T T T GGGGT CCT C T GGCCCC ACC T GGCT T T T GGGGT CC TC T GGCCCCACC T             240 
GGTGGACC GAAAACCCC AGGAGACCGGGGT GGACCGAAAA CCCC AGGAGACCGGGGTGGA 
 
  P      P      G       F     W     G      P      L      A     P       P      G     F       W     G      P      L      A      P      P 
 
 
GGC T T TT GGGGT CC TC T GGCCCC ACCT GGC T T T T GGGGTC TT C T GGCCCCAC C T GGC T T T             300 
CCGAAAA C CC CAGGAGACCGGGG T GGACCG AAAACCCCAGAAGACCGGGG TGGACCG AAA 
 
   G      F      W     G      P      L      A       P      P     G      F      W    G       L      L     A       P      P      G      F 
 
 
T GGGGT CC T C T GGCCCA T T CCCAT CC T T T TGGGAC T CA GGAC AC T C T GAAGGGGTAG GAG            360 
ACCCC AGGAGACCGGG T AAGGGTAGGAAAACCC T GAGT CC T GTG AGACT T CCCCAT CC T C 
 
   W    G        P      L     A      H      S      H      P      F      G      T      Q      D      T      L      K      G        .       E 
 
 
ACA GGGCAC T GGCC T GCAC T T GAGTG T T ACTGGCTACT CCA T CACC T T CAGC T CC T T CC T              420 
         TGT CCCG T GACCGG ACG T GAAC T CAC AATGACCGATGAGGTAGTGGAAGTCG AGGAAGGA 
 
   T      G     H      W      P     A       L     E      C      Y     W     L      L     H      H      L      Q      L      L      P 
 
 
CC ACC T T CC T CCG T T T T C T TA CC T CAT T AGCC ACCC T AGCCAC AAGACAGGGCT GTT CAG            480 
 GG TGG AAGGAGGCAAAAGAATGGAGTAA T CGG T GGGATCGGT GT T C TG T CCCG ACA AGT C 
 
P      P       S       S      V      F       L     P       H      .       P       P      .       P     Q       D     R      A     V      Q 
 
 
CC T CCC T GGGC T CC T GGCT GGTAGGG C TGAGGGCACAC                 518 
GGAGGGACCC GAGGACC GAC CA T CCCGAC TCCCG TGTG 
 
    P      P      W     A      P      G     W      .       G      .     G      H      T 
 
 
 
Abb. 3-6. Sequenz des Klons 112 
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   M         GST             GST-112 kD 
47.5  - 
32.5  - 
3.1.5 Bestätigung der Interaktion in-vitro 
 
Mit der GST-pull-down-Technik sollte die in-vivo gezeigte Interaktion zwischen der 
Proteindomäne 112 und der zytoplasmatischen Domäne des G-CSFR bestätigt werden. 
Hierfür wurde das GST-Fusionsprotein GST-112 generiert, in E. coli DH5α exprimiert, 
über Gluthation-Affinitätschromatographie gereinigt und bei einem GST-pull-down-
Experiment eingesetzt.  
Zur Generierung des GST-Fusionsproteins wurde das DNA-Fragment 112 mit der Restrik-
tionsendonuklease Not I aus pVP16 herausgeschnitten und in den Expressionsvektor 
pGEX-5X-1 kloniert (s. 2.1.11, Abb. 2-2). Das aufgereinigte rekombinante Protein GST-
112 wurde vor seiner Verwendung bei GST-pull-down-Experimenten mittels SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese und anschließender Färbung des Gels mit Coomassie-Blau 
überprüft (s. 2.2.4.1- 2.2.4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 3-7. Coomassie-Blau gefärbtes SDS-Polyacrylamid-Gel. Auf das 11 %-ige SDS-
Polyacrylamid-Gel wurden GST und GST-112 aufgetragen. Nach der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde das Gel mit Coomassie-Blau gefärbt. 
 
 
 
Im Coomassie-Blau gefärbten SDS-Polyacrylamid-Gel konnte GST-112 dargestellt 
werden. Es zeigte neben wenigen Abbauprodukten die erwartete Hauptbande bei ca. 43 kD 
und konnte somit in einem GST-pull-down-Experiment eingesetzt werden. Dabei wurde 
das Sediment einer 32D.C10-Zellkultur mit Puffer AM lysiert (s. 2.2.5.9) und das 
Proteinextrakt sowohl mit GST, als auch in einem anderen Ansatz mit GST-112 versetzt  
                           kD 
47,5 -
32,5 -
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                 M                 32D-Lysat    GST  GST-112         
(s. 2.2.4.2). Der Nachweis des mit 112 interagierendem G-CSFR erfolgte mit einem Anti-
G-CSFR Antikörper (s. 2.2.4.3 und 2.2.4.4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 3-8. Autoradiographie des Anti-G-CSFR entwickelten Western Blot. Auf ein 
11 % -iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurden Zellysat aus 32D.C10-Zellen und die 
jeweiligen GST-pull-down-Ansätze aufgetragen. Der Proteinnachweis erfolgte mit einem 
Anti-G-CSFR-Antikörper (C20, Santa Cruz). 
 
 
 
Im Rahmen dieses Versuches wurde Zellysat aus 32D.C10-Zellen als Positivkontrolle auf-
getragen. Die dominante G-CSFR Bande hatte eine Größe von etwa 90 kD und war sowohl 
im Lysat, als auch im Ansatz GST-112 vertreten. In der mitgeführten Negativkontrolle, 
GST, konnte kein G-CSFR nachgewiesen werden. In diesem GST-pull-down-Experiment 
wurde gezeigt, daß der Proteinabschnitt 112 in-vitro mit dem G-CSFR interagiert.  
 
Um auszuschließen, daß GST-112 unspezifisch im Zellysat enthaltene Proteine bindet, 
erfolgte der Proteinnachweis zusätzlich mit einem Anti-SHIP-Antikörper. Im Autoradio-
gramm konnte SHIP nur in der Positivkontrolle, dem Zellysat, nachgewiesen werden.  
 
 
      kD 
83 -
-Ergebnisse- 71 
         k b
9 ,5    -
7 ,5    -
4 ,4    -
2 ,4    -
1 ,3 5  -
0 ,2 4  -
H
o
d
e
n
N
ie
re
S
k
e
l e
t t
m
u
s k
e
l
L
e
b
e
r
L
u
n
g
e
M
i l
z
G
e
h
i r
n
H
e
r z
3.1.6 Expression von 112 
 
3.1.6.1 Expression von 112 in murinem Gewebe 
Da die Datenbanksuche keine Sequenzhomologien zu anderen Genen ergab und somit 
weder Aussagen über die Expression noch über die Funktion von 112 gemacht werden 
konnten, wurde überprüft, ob der gefundene Genabschnitt gewebsspezifisch exprimiert 
wird. Dazu wurde das DNA-Fragment 112 mit der Restriktionsendonuklease Not I aus 
dem Expressionsvektor pVP16 herausgeschnitten (s. 2.1.11, Abb. 2-3), mit 32P markiert 
und zur Hybridisierung eines kommerziell erhältlichen Northern Blot der Firma Clontech 
verwendet. Es handelte sich um einen „Mouse Lane Multiple Tissue Northern (MTNTM) 
Blot“. Auf die Membran wurden die mRNAs (10 µg) verschiedener muriner Gewebe trans-
feriert und durch UV-Strahlung fixiert. So wurde die murine mRNA des Herzens, des 
Gehirns, der Milz, der Lunge, der Leber, des Skelettmuskels, der Niere, sowie des Hodens 
mit dem radioaktiv markierten DNA-Fragment 112 hybridisiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 3-9. Autoradiogramm des Mouse Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot, 
hybridisiert mit 32P-markiertem DNA-Fragment 112. 
 
 
 
In allen Geweben waren Hybridisierungssignale zu erkennen. Mit Ausnahme der Milz 
dominierte ein Transkript mit einer Länge von 2,2 kb. Auf dem Autoradiogramm waren 
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bei der Milz nur drei sehr schwache Banden (bei 2,2, 4,4 und 5,7 kb), ohne deutliche 
Unterschiede in ihrer Intensität, zu erkennen. Ebenfalls in allen Geweben konnte ein 
Transkript von 4,4 kb Länge nachgewiesen werden. Unterschiede waren in der Expression 
der jeweiligen längsten mRNA zu erkennen, sie zeigte in Hoden, Niere, Leber, Lunge, 
sowie Gehirn eine Größe von 7,0 kb, im Skelettmuskel und der Milz eine Länge von  
5,7 kb. Die Ergebnisse zeigten, daß 112 Teil eines Gens ist, das in allen getesteten murinen 
Geweben, in Form von drei Transkripten, nachgewiesen werden konnte.  
 
3.1.6.2 Expression von 112 in humanem Gewebe 
Außerdem wurde geprüft, ob die murine Sequenz 112 ein humanes Homolog besitzt. Dazu 
wurde das radioaktiv markierte DNA-Fragment 112 zur Hybridisierung des kommerziell 
erhältlichen „Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot“ der Firma 
Clontech verwendet. Auf die Membran wurden die mRNAs (1 µg) 12 verschiedener 
humaner Gewebe transferiert und durch UV-Strahlung fixiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Abb. 3-10. Autoradiogramm des Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM 
Blot, hybridisiert mit 32P-markiertem DNA-Fragment 112. 
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Die murine DNA-Sequenz zeigte mit allen getesteten humanen Geweben Hybridisierungs-
signale. In Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Dickdarm, Thymus, Milz, Niere, Leber, Dünn-
darm, Plazenta und Lunge war ein Transkript einer Länge von 6,0 kb zu verzeichnen. Im 
Gehirn konnte noch eine weitere mRNA mit einer Länge von 1,35 kb nachgewiesen 
werden. In den Leukozyten des peripheren Blutes waren auf dem Autoradiogramm vier 
Signale zu erkennen. Diese waren etwas breiter und deutlich stärker als alle anderen 
Banden. Sie ließen sich auch durch nachträgliches Waschen für 30 min mit 0,1 x SSC/ 
0,1 % (w/v) SDS bei 60 °C nicht reduzieren. Zur Überprüfung der Membran wurde diese 
nach dem Abklingen der Radioaktivität zur Hybridisierung mit einer G-CSFR-Sonde 
verwendet. Dazu wurde die zytoplasmatische Domäne des G-CSFR mit den 
Restriktionsenzymen EcoR I, Sal I und Xba aus pGBT9 geschnitten, mit 32P markiert und 
als Sonde eingesetzt. Dabei konnten keine übermäßig breiten Banden detektiert werden  
(s. Abb. 3-11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-11. Autoradiogramm des Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM 
Blot, hybridisiert mit 32P-markierter zytoplasmatischer Domäne des G-CSFR.  
 
 
 
Der G-CSFR wurde besonders stark in Leukozyten des peripheren Blutes und in der 
Plazenta exprimiert. Das dominierende Transkript hatte dabei eine Größe von 3,7 kb. 
Außerdem konnten in beiden Geweben noch weitere Banden von 6,0 und 7,5 kb nach-
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gewiesen werden. Die gleichen Banden wurden in der Lunge detektiert. In Leber, Niere, 
Milz, Thymus und Dünn- und Dickdarm konnten ebenfalls Transkripte mit einer Länge 
von 3,7 kb nachgewiesen werden. Im Skelettmuskel wurde eine mRNA mit einer Größe 
von 6,0 kb identifiziert. In Herz und Gehirn konnte keine Expression des G-CSFR 
detektiert werden. 
 
3.1.6.3 Stimulation der 32D.C10-Zellen 
Die myeloide, murine, IL-3 abhängige 32D-Zellinie kann mit G-CSF stimuliert werden. 
Dazu wurden die Zellen in G-CSF-haltiges Stimulationsmedium (10 ng G-CSF/ml 
Medium) überführt. Während der ersten drei Tage war eine verstärkte Proliferation der 
Zellen zu beobachten, danach wurden die Zellen kleiner. Ihre Differenzierung zu granulo-
zytären Zellen wurde anhand der Expression ihrer Oberflächenmarker mittels Fluoreszenz-
farbstoff markierter Anti-Gr-1-, Anti-CD-11c- und Anti-CD-14-Antikörper verfolgt. Die 
relative Grünfluoreszenz wurde im FACScanner gemessen und in einem Durchflußzyto-
meter-Diagramm grafisch dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
  
Abb. 3-12. Expression verschiedener Oberflächenmarker. 1. ohne Stimulation 2. nach 
dreitägiger Stimulation mit G-CSF 3. nach fünftägiger Stimulation mit G-CSF. Bei den 
Diagrammen des Durchflußzytometers ist die Fluoreszenzaktivität logarithmisch auf der  
x-Achse gegen die Anzahl der Ereignisse auf der y-Achse aufgetragen.  
 
 
 
Die Grundfluoreszenz der Zellen wurde vorher am FACScanner auf 10 relative 
Fluoreszenzeinheiten eingestellt. Die relativen Fluoreszenzen der jeweiligen Messungs-
reihe wurden in Bezug auf die Negativkontrolle (Neg.), d.h. die durchflußzytometrisch 
gemessenen Ereignisse ohne Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Antikörper, ausgewertet. 
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Bei den unstimulierten Zellen konnte eine schwache Expression der CD11c- und der Gr-1-
Antigene beobachtet werden. CD14 schien kaum auf der Zelloberfläche repräsentiert zu 
sein. Nach dreitägiger Stimulation mit G-CSF wurden vermehrt CD14-Antigene auf der 
Oberfläche von 32D.C10-Zellen detektiert. Die Zahl der Gr-1 und CD11c repräsen-
tierenden Zellen überstieg nur geringfügig den ursprünglichen Wert. Nach fünftägiger 
Stimulation mit G-CSF wurden deutlich mehr Zellen mit CD14 auf ihrer Oberfläche ge-
messen. Die Gr-1 Expression nahm deutlich zu. Nach fünf Tagen konnten weniger CD11c-
Antigene auf der Zelloberfläche, als zu Beginn der Stimulation beobachtet werden. Die 
Zellen differenzierten in G-CSF-haltigem Medium zu granulozytären Zellen. Das Ergebnis 
konnte durch die Färbung von Zytozentrifugationspräparaten mit May-Grünwald- und 
Giemsafärbung bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 
 
3.1.6.4 Expression von 112 in G-CSF stimulierten 32D.C10-Zellen 
Die Expression von 112 in G-CSF stimulierten 32D.C10-Zellen sollte näher untersucht 
werden. Dazu wurde die mRNA sowohl aus unstimulierten, als auch aus stimulierten 
Zellen isoliert und für einen Northern Blot verwendet (s. 2.2.2.1-2.2.2.5). Zur Herstellung 
der Sonde wurde das DNA-Fragment 112 mit der Restriktionsendonuklease Not I aus dem 
Expressionsvektor pVP16 herausgeschnitten (s. 2.1.11, Abb. 2-3) und mit 32P markiert.  
Die mRNA von Aktin wurde in diesen Northern-Blot-Experimenten als Ladekontrolle 
verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abb. 3-13. Northern Blot hybridisi
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Auf dem Autoradiogramm war zu beobachten, daß die mRNA von 112 währen der ersten 
drei Tage der G-CSF-Stimulation exprimiert wurde. Auch auf diesem Northern Blot 
dominierte das Transkript mit einer Länge von 2,2 kb. Die schwächere, 4,4 kb lange 
mRNA konnte ebenfalls detektiert werden. Auf dem Audiogramm war keine Bande bei  
5,7 kb bzw. 7,0 kb zu verzeichnen.  
 
 
3.1.7. Screening der Mouse Kidney 5’-Stretch Plus cDNA Library 
 
Da mit der Sequenz 112 nur ein Teil eines Gens gefunden wurde, sollte eine murine  
λ-Phagenbank der Niere (Mouse Kidney 5’-Stretch Plus cDNA Library) nach dem 
vollständigen Gen durchsucht werden. Dabei wurden 6 x 105 Transformanten auf das 
Vorhandensein des Genabschnittes 112 getestet. Zur Herstellung der Sonde wurde das 
DNA-Fragment 112 mit der Restriktionsendonuklease Not I aus dem Expressionsvektor 
pVP16 herausgeschnitten (s. 2.1.11, Abb. 2-3) und mit 32P markiert. Die auf Filter 
transferierten Klone wurden mit dieser Sonde hybridisiert. Auf den Autoradiogrammen 
waren sehr viele positive Klone zu verzeichnen. Es wurden 20 positive Agarregionen 
ausgestochen und in 1 ml Puffer SM mit einem Tropfen Chloroform überführt. Da beim 
ersten Ausstechen nicht nur der gewünschte Klon isoliert werden konnte, wurde der ganze 
Versuchsablauf wiederholt. Dazu wurden 100 µl der jeweiligen Phageneluate ausplattiert. 
Auf den Röntgenfilmen waren deutlich mehr positive Signale zu erkennen und es konnte 
jeweils ein einziger, positiver Klon aus dem Agar ausgestochen werden kann. Die 
positiven Klone wurden in E. coli BM25.8 überführt und nach Isolation ihrer Plasmid-
DNA wurden die ersten sechs Klone sequenziert. Bei allen Transformanten wurde dieselbe 
Gensequenz gefunden. Es handelte sich um ein 2,2 kb großes DNA-Fragment, das λ2 
genannt wurde. 
Die Sequenzanalyse zeigte, daß die DNA-Sequenz von 112 in dem isolierten DNA-
Fragment enthalten war, jedoch in umgekehrter Richtung. Sein ursprüngliches 5’-Ende 
repräsentierte jetzt sein 3’-Ende. λ2 codierte für ein Gen, das sowohl einen Transkriptions-
start, als auch ein Transkriptionsstop aufwies. Die Datenbanksuche ergab zu diesem Zeit-
punkt keine Sequenzhomologien zu anderen Genen. Spätere Sequenzanalysen zeigten, daß 
es sich bei λ2 um ein murines Homolog des OGFR der Ratte handelt (AF156878, Zagon et 
al. 1999).  
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Abb. 3-14. Schematische Darstellung des Klons λ2. Das Gen codiert in seiner gesamten 
Länge für ein Transkript von 2,2 kb Länge. Die schwarzen Pfeile symbolisieren die Lese-
richtung des Gens. Der rote Pfeil zeigt die ursprüngliche Leserichtung des aus dem Hefe-
zwei-Hybrid stammenden Genabschnitts 112.  
 
 
 
3.1.7.1 Sequenzvergleich von den DNA-Sequenzen 112 und OGFR der Ratte 
 
 
 
             112:  100   ccacctggccttttgggtcttctggccccacctggccttttgggtcctctggctccacct 159 
         |||||||||  |||||||| |||||||| |||||||  ||||||||||||||| | |||| 
 OGFR: 1765   ccacctggctgtttgggtcctctggcccgacctggctgtttgggtcctctggcccgacct 1706 
 
 
112:   160  ggccttttgggtcctctggccccacctggcttttggggtcctctggccccacctggcttt 219 
        |||  ||||||||||||||||| |||||||| || |||||||||||||| |||||||| | 
OGFR:  1705  ggctgtttgggtcctctggcccgacctggctgtttgggtcctctggcccgacctggctgt 1646 
 
 
112:   220  tggggtcctctggccccacctggcttttggggtcctctggccccacctggcttttggggt 279 
        | ||||||||  ||||||||||||| || || ||||| |||||||||||||||||||  | 
OGFR:  1645  ttgggtcctccagccccacctggctgtttggatcctccggccccacctggcttttggaat 1586 
 
 
112:   280  cttctggccccacctggcttttggggtcctctggcccattcccatccttttgggactcag 339 
        | |||| ||| |||||||| || | ||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
OGFR:  1585  cctctgccccaacctggctgtttgagtcctctggcccattcccatccttttgggcctcag 1526 
 
 
112:   340  gacactctgaaggggtaggagacagggcactggcctgcacttgagtgttactggctactc 399 
        ||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||| |||||| 
OGFR:  1525  gacactctgaaggggtaggaggcagggcactggcctgcatttgagtgttactgactactc 1466 
 
 
112:   400  catcaccttcagctccttcctccaccttcctccgttttcttacctcattagccaccctag 459 
        ||||||| ||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| | 
OGFR:  1465  catcaccctcagccccttcctccaccttcctccgctttcttacctcattagccaccctgg 1406 
 
 
112:   460  ccacaagacagggctgttcagcctccctgggctcctggctggtagggctgagggcacac 518 
        ||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||||| 
OGFR:  1405 ccacaggacagggcggttcagcctccctgggctcctggctgatagggctaagggcacac 1347 
 
 
Abb. 3-15. Sequenzvergleich von der DNA-Sequenz 112 mit der des OGFR der Ratte 
(AF156878, Zagon et al. 1999)  
 
 
 
5’     Met     112       3’ 
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Stimulation von 32D-Zellen mit G-CSF     
      
  kb 
4,4    - 
2,2    - 
tin 
   Tag         0           1         2          3          5          7          9         13       
Der Sequenzvergleich von der DNA-Sequenz 112 mit der des OGFR der Ratte zeigte, daß 
die Sequenz 112 von bp 100 bis bp 518 zu 89% mit der Sequenz des OGFR der Ratte von 
bp 1347 bis bp 1765 identisch ist. Die in diesem Rezeptor invertiert vorliegende DNA-
Sequenz 112 weist in den bp 1-100 drei weitere Repeats auf. Diese fehlen dem OGFR.  
 
3.1.7.1 Expression von λ2 (Acc I, Bgl II)  in G-CSF stimulierten 32D.C10-Zellen 
Aus λ2 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Acc I und Bgl II ein 275 bp langes 
DNA-Fragment geschnitten und mit 32P markiert (s. 2.1.11, Abb 2-6). Dieses Fragment 
wurde als Sonde zur Hybridisierung eines Northern Blot verwendet. Damit wurde geprüft, 
ob dieses OGFR-Fragment, genau wie 112, in verschiedenen Differenzierungsstadien der 
G-CSF stimulierten 32D.C10-Zellen exprimiert wird. Ferner wurde untersucht, ob die 
detektieren Transkripte eine vergleichbare Größe aufwiesen. 
Die mRNA von Aktin wurde in diesen Northern-Blot-Experimenten als Ladekontrolle 
verwendet. Damit sollte sichergestellt werden, daß in den einzelnen Spuren des Agarose-
gels gleich viel Gesamt-RNA aufgetragen wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
   
Abb. 3-16, No
Bgl II). Auf da
Zeitpunkte aufg
nach zwei- (2
Stimulation mitAkAktin rthern Blot hybridisiert mit 32P-markiertem DNA-Fragment λ2 (Acc I, 
s denaturierende Agarosegel wurden die isolierten mRNAs verschiedener 
etragen: vor der Stimulation mit G-CSF (0), nach einem Tag (1), sowie 
), drei- (3), fünf (5), sieben (7), neun (9) und nach dreizehntägiger 
 G-CSF (13).  
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         Tag            0           1                3                5                 7                9           
Stimulation von 32D-Zellen      
G-CSFR 
Aktin 
Auf dem Radiogramm konnte zu allen Zeitpunkten der Stimulation Transkripte gezeigt 
werden. Es dominierte ein Transkript mit einer Länge von 4,4 kb. Die 2,2 kb lange mRNA 
wurde ebenfalls detektiert. Auf dem Audiogramm konnte eine schwache Bande bei 5,7 kb 
verzeichnet werden. Die Expression stieg mit zunehmender Differenzierung an. Wie Abb. 
3-17 zeigt, blieb die Expression des G-CSFR währenddessen weitestgehend konstant. Die 
G-CSFR Sonde wurde wie unter 3.1.6.2 beschrieben, hergestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-17. Northern Blot hybridisiert mit 32P-markierter zytoplasmatischer Domäne 
des G-CSFR. Auf das denaturierende Agarosegel wurden die isolierten mRNAs verschie-
dener Zeitpunkte aufgetragen: vor der Stimulation mit G-CSF (0), nach einem Tag (1), 
sowie nach zwei- (2), drei- (3), fünf (5), sieben (7) und neuntägiger (9) Stimulation mit  
G-CSF.  
 
 
 
Der G-CSFR zeigte ein Haupttranskript von 3,7 kb. An den Tagen 1, 3, 5, 7 und 9 konnte 
noch ein weiteres Transkript des G-CSFR detektiert werden. Es hatte eine Länge von  
ca. 3,9 kb. 
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3.1.7.2. Expression von λ2 (Acc I, Bgl II)  in humanem Gewebe 
Mit dem folgenden Experiment sollte geprüft werden ob nach einer Hybridisierung des 
„Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot“ mit dem 32P-markiertem DNA-
Fragment λ2 (Acc I, Bgl II) ein anderes Expressionsmuster, als bei der Verwendung der 
Sonde des DNA-Fragments 112 beobachtet werden kann.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abb. 3-18. Autoradiogramm des Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM 
Blot, hybridisiert mit 32P-markiertem DNA-Fragment λ2 (Acc I, Bgl II).  
 
 
 
Die verwendete Sonde zeigte mit den folgenden getesteten humanen Geweben 
Hybridisierungssignale: mit Herz, Skelettmuskel, Niere, Leber, Dünndarm, Plazenta, 
Lunge und Leukozyten des peripheren Blutes. In Herz und Skelettmuskel wurden 
Transkripte von 8,0, 7,8, 6,0, 4,4, 2,4, 2,2 und 1,35 kb, in der Niere und Leber von 6,0, 4,4, 
2,4 und 2,2 kb, in der Plazenta, dem Dünndarm, der Lunge und in Leukozyten des 
peripheren Blutes von 6,0 kb nachgewiesen. Im Vergleich zu Abb. 3-10 waren in Abb. 3-
18 keine Hybridisierungssignale in Gehirn, Dickdarm, Thymus und Milz zu verzeichnen. 
Unter den detektierten mRNAs war jedoch immer das bereits beschriebene Transkript von 
6,0 kb zu sehen. 
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Mit einer Antisensesonde sollte überprüft werden, ob 112 in der ursprünglichen Lese-
richtung ein Hybridisierungssignal zeigt. Zur Herstellung der Sonde wurde der pGEM-T-
Vektor (s. 2.1.11, Abb. 2.1) mit EcoR I linearisiert. Das weitere Vorgehen erfolgte wie im 
Material- und Methodenteil (s. 2.2.2.6) beschrieben. Der „Human 12-Lane Multiple Tissue 
Northern (MTN)TM Blot“ wurde mit der 32P-markierten Antisensesonde hybridisiert. Dabei 
konnte kein Transkript detektiert werden.  
 
 
 
3.2 Bindungsstudien mit GST-Fusionsproteinen 
 
Diese Studien wurden ergänzend zum Hefe-zwei-hybrid System durchgeführt, denn die 
GST-pull-down-Technik ermöglicht die Identifikation von Wechselwirkungspartnern 
sowohl des inaktiven, als auch des aktivierten, d.h. phosphorylierten, G-CSFR. 
 
 
3.2.1 Erstellung der GST-Konstrukte 
 
Für die GST-pull-down-Versuche wurden zwei GST-Fusionsproteine erstellt. Sie umfassen 
verschiedene Bereiche der zytoplasmatischen Domäne des G-CSFR, so entspricht GST-
704 der zytoplasmatischen Domäne des G-CSF von Aminosäurerest 694 bis Aminosäure-
rest 813. Dieses Konstrukt verfügt über alle vier Tyrosinreste (Y704, Y729, Y744, Y764) des 
Rezeptors. GST-Ende umfaßt die zytoplasmatische Domäne des G-CSF in ihrer vollen 
Länge mit den Aminosäureresten 631-813. Die Generierung und Klonierung der 
Konstrukte wurde bereits im Material und Methodenteil (s. 2.1.11, Abb.2-4) beschrieben. 
Die Beibehaltung des Leserasters der Translationsfusion wurde durch Sequenzierung der 
jeweiligen Plasmide überprüft. 
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Abb. 3-19. Schematische Darstellung der generierten GST-Konstrukte. 
 
 
 
3.2.2 Überprüfung der generierten GST-Konstrukte  
 
3.2.2.1 Überprüfung auf ihre Expression 
Mittels eines Coomassie-Blau gefärbten SDS-Polyacrylamid-Gels wurde überprüft, ob sich 
die generierten GST-Fusionsproteine in E. coli exprimieren ließen. Die beiden Konstrukte 
wurden sowohl in DH 5α, als auch in TKX transformiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abb. 3-20. Coomassie-Blau gefärbtes SDS-Polyacrylamid-Gel. Auf das 11 %-ige SDS-
Polyacrylamid-Gel wurden GST, GST-704 aus DH5α, GST-704 aus TKX, GST-Ende aus 
DH5α, sowie GST-Ende aus TKX aufgetragen. 
 
 
 
Die GST-Fusionsproteine ließen sich mit Coomassie-Blau darstellen. GST-704 und GST-
Ende zeigten einige Degradationsprodukte. Die Proteinausbeute aus TKX war deutlich 
niedriger als in DH5α.  
 
GST 
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                    GST                           GST-704                         GST- Ende                           DH            TKX               DH               TKX 
                                                   kD 
                            47,5- 
 32,5 - 
 25    - 
3.2.2.2 Überprüfung auf Tyrosinphosphorylierung 
Bei Epicurian Coli TKX1 handelt es sich um einen Bakterienstamm mit einem Plasmid-
codierten, induzierbaren Tyrosinkinasegen. Nach Induktion der Tyrosinkinase wird das 
Fusionsprotein in den Bakterien phosphoryliert. Mittels GST-pull-down-Experimenten 
kann so überprüft werden, ob eine Protein-Protein-Interaktion phosphorylierungsabhängig 
ist. Die Phosphorylierung der beiden Fusionsproteine in TKX wurde mittels eines Anti-
Phosphotyrosin Blot überprüft. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Abb. 3-20. Autoradiographie des Anti-Phosphotyrosin entwickelten Western Blot. 
Auf ein 11 %-iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurden GST, GST-704 aus DH5α, GST-704 
aus TKX, GST-Ende aus DH5α, sowie GST-Ende aus TKX aufgetragen und in einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt.  
 
 
 
Auf dem Autoradiogramm konnte gezeigt werden, daß die zytoplasmatische Domäne des 
G-CSFR in TKX phosphoryliert wird, nicht aber in DH5α. Die GST-Fusionsproteine 
zeigten eine erwartete Bande bei GST-704 von ca. 38 kD und bei GST-Ende von etwa  
45 kD. Entsprechend dem Coomassie-Gel waren auch auf dem Autoradiogramm Degrada-
tionsprodukte zu erkennen.  
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3.2.3 GST-pull-down-Experimente 
 
Zur Identifikation neuer Bindungspartner des G-CSFR wurden die an Glutathion-
Sepharose gekoppelten Fusionsproteine als „Köder“ zum „fischen“ von Interaktions-
partnern aus dem dazu verwendeten 32D.C10-Zellysat eingesetzt (s. 2.2.4.2). Bei diesen 
Versuchen wurde GST alleine, d.h. nicht als Fusionsprotein, immer als Negativ-Kontrolle 
eingesetzt. Mit ihr konnten mögliche unspezifische Wechselwirkungen der 
Interaktionspartner mit dem perlenkonjugierten GST identifiziert werden. Außerdem 
wurde 32D-Zellysat mit auf das SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. In diesem sollte der 
jeweilige potentielle Wechselwirkungspartner nachgewiesen werden können.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob c-Abl, Erk-2, Grb2, Lyn, Sam68, SHP-1, 
SHIP, STAT1, c-Src, STAT5 und Tyk2 an den G-CSFR binden. 
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T-pull-down-Experimente zur Identifikation von Wechselwirkungs-
G-CSFR. Die Abbildung zeigt die Autoradiographien verschiedener 
mbiniert.  
 zeigt, konnten die jeweiligen Immunkomplexe im Zellysat nachgewiesen 
ber nach Inkubation mit den verwendeten GST-Fusionsproteinen. Auch die 
e, GST, zeigte wie erwartet keine Interaktion mit den angenommenen 
. c-Abl, c-Src, Erk2, Lyn, Sam68, SHIP, SHP-1, STAT1, STAT5 und Tyk2 
echselwirkung mit den verschiedenen Domänen des G-CSFR und wurden 
che Interaktionspartner ausgeschlossen.  
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3.2.3.1 Identifikation von Grb2 als Bindeprotein des G-CSFR 
Grb2 konnte hingegen als Bindeprotein des G-CSFR identifiziert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 3-23. GST-pull-down-Experiment zur Identifikation von Grb2 als Wechsel-
wirkungspartner des G-CSFR. Die Abbildung zeigt die Autoradiographie eines Anti-
Grb2 entwickelten Western Blot. Auf ein 11 %-iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurden 
Proteinmarker, Zellysat aus 32D.C10-Zellen und die jeweiligen GST-pull-down-Ansätze 
aufgetragen.  
 
 
 
Auf dem Autoradiogramm des Anti-Grb2 entwickelten Western Blot konnte gezeigt 
werden, daß Grb2 an die phosphorylierten GST-G-CSFR-Fusionsproteine bindet. Eine 
Protein-Protein-Wechselwirkung von Grb2 mit dem unphosphorylierten G-CSFR konnte 
nicht detektiert werden. Grb2 bindet folglich tyrosinphosphorylierungsabhängig.  
 
 
 
3.2.3.2 Identifikation der Grb2-Bindungsstelle 
3.2.3.2.1 Generierung der G-CSFR Mutanten 
Zur Ermittlung der Grb2-Bindungsstelle wurden die jeweiligen Tyrosinreste der zyto-
plasmatischen Domäne des G-CSFR einzeln mutiert. Die Generierung der Mutanten 
erfolgte nach der im Material- und Methodenteil unter in-vitro-Mutagenese beschriebenen 
Anleitung (s. 2.2.1.14). Die verwendeten Primer und Vektoren sind Abb. 2-5, des Material- 
und Methodenteils zu entnehmen (s. 2.1.11). Die Beibehaltung des Leserasters der 
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  631                  691      704                             813
  631                  691               729                    813
  631                  691                       744            813
  631                  691                               764    813
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GST-729F
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Translationsfusion, sowie die Einführung der Mutation wurde durch Sequenzierung der 
jeweiligen Plasmide überprüft. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abb. 3-24. Schematische Darstellung der generierten Mutanten. 
 
 
 
 
GST 
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3.2.3.2.2 Identifikation der Grb2 Bindungsstelle mittels GST-pull-down-Experiment 
Mit diesen Mutanten wurden erneut GST-pull-down-Experimente durchgeführt (s. 2.2.4.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Abb. 3-25. GST-pull-down-Experiment zur Identifikation der Bindungsstelle von 
Grb2. Die Abbildung zeigt die Autoradiographie eines Anti-Grb2 entwickelten Western 
Blot. Auf ein 11 %-iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurden Proteinmarker, Zellysat aus 
32D.C10-Zellen und die jeweiligen GST-pull-down-Ansätze aufgetragen.  
 
 
 
Auf dem Autoradiogramm konnte keine Bindung von Grb2 an Mutante 764F detektiert 
werden, d.h. Grb2 bindet an den phosphorylierten Tyrosinrest 764.  
Die neue Charge des verwendeten Antikörpers zeigte eine Kreuzreaktion mit dem GST-
Anteil der Fusionsproteine.   
 
 
 
3.3 Metabolische Markierung von Zellen mit Tran-35S-Label 
 
Einen Überblick über weitere Interaktionspartner des G-CSFR sollte durch die meta-
bolische Markierung von Zellen mit Tran-35S-Label gewonnen werden. Die radioaktiv 
markierten Zellen wurden lysiert und in einem GST-pull-down-Experiment eingesetzt  
(s. 2.2.5.8 und 2.2.4.2). Zum Schluß konnte die physische Interaktion des Fusionsproteins 
mit den radioaktiv markierten Proteinen im Auftreten von spezifischen Banden auf dem 
Autoradiogramm gezeigt werden. Bei diesen Versuchen wurde neben dem GST-
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Fusionsprotein GST-Ende GST als Kontrolle mitgeführt. Dadurch können Proteine 
identifiziert werden, die aufgrund ihrer Struktur unspezifisch an GST binden. Zur 
Auffindung phosphotyrosinspezifischer Bindungspartner wurden GST-Ende Proteine 
sowohl aus DH5α, als auch aus TKX isoliert und anschließend mit den verschiedenen 
Zellysaten inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Abb. 3-25. Autoradiogramm von GST-pull-down-Experimenten m
metabolisch, 35S-markierter 32D.C10- und FDC-P1 mac11-Zellen. Auf
SDS-Polyacrylamid-Gel wurden Proteinmarker, die jeweiligen Zellysa
jeweiligen Ansätze der GST-pull-down-Experimente aufgetragen. Die
markieren die Positionen der spezifischen Bindproteine. 
 
 
 
Mittels dieser Versuche konnten in 32D.C10-Zellen zwei Proteine gezei
lediglich an den tyrosinphosphorylierten G-CSFR binden. In FDC-P1
wurden vier Bindeproteine ausfindig gemacht. Die Interaktionspartner in 
FDC-P1 mac11 Zellen hatten ein Molekulargewicht von 26 und 71 kD. Di
in FDC-P1 mac11 Zellen dargestellten, Bindeproteine zeigten auf dem A
eine Bande bei 65 und 96 kD. 
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4 Diskussion 
 
 
Ziel dieser Arbeit war es Wechselwirkungspartner des G-CSFR zu identifizieren. Dazu 
wurden drei unterschiedliche methodische Ansätze gewählt: Mittels des Hefe-Zwei-Hybrid 
Systems wurde ein Interaktionspartner des inaktiven, unphosphorylierten G-CSFR aus-
findig gemacht. Durch GST-pull-down-Experimente konnten zusätzlich zahlreiche 
Signalmoleküle auf ihre Wechselwirkung mit dem G-CSFR untersucht werden. Dabei 
wurde das Adapterprotein Grb2 als Bindungspartner des aktivierten, tyrosinphosphory-
lierten Rezeptors identifiziert. Zusätzlich wurde durch den Einsatz von Mutanten des  
G-CSFR die genaue Bindungsstelle von Grb2 ausfindig gemacht. Einen Überblick über 
weitere, näher zu charakterisierende Bindeproteine des phosphorylierten und des nicht-
phosphorylierten Rezeptors konnte durch die metabolische Markierung von Zellen mit 
Tran-35S-Label gewonnen werden. 
 
  
 
4.1 Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening 
 
 
Das Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening stellt ein sensitives in-vivo System dar mit 
dem bisher unbekannte Protein-Protein-Interaktionen ausfindig gemacht werden können 
(Fields & Song 1989; Chien et al. 1991). Diese Methode ermöglichte allerdings nur die 
Identifikation von Bindeproteinen des inaktiven G-CSFR, da dieser über keine intrinsische 
Kinaseaktivität verfügt und folglich in der Hefe nicht phosphoryliert wird. Dabei detek-
tierte Wechselwirkungen beruhen auf einer direkten Bindung am G-CSFR. Im Gegensatz 
zu anderen Methoden, wie z.B. die Co-Immunpräzipitation, kann dabei eine Adapter-
protein-vermittelte Interaktion ausgeschlossen werden. Erleichtert wird die Charakteri-
sierung des gefundenen Bindungspartners dadurch, daß seine cDNA direkt nach der 
Plasmid-DNA-Isolation in dem Expressionsvektor pVP16 vorliegt. 
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Nach Bindung seines Liganden, G-CSF, kommt es zur Ausbildung von G-CSFR-Homo-
dimeren und anschließender Phosphorylierung der vier Tyrosinreste des Rezeptors (Tidow 
& Welte 1997). Der G-CSFR kann in diesem Zustand sowohl Proliferations-, als auch 
Differenzierungssignale vermitteln (Fukunaga et al. 1993). Studien mit verkürzten Rezep-
tormutanten zeigten, daß für die Differenzierung von neutrophilen Vorläuferzellen zu 
reifen Granulozyten die zytoplasmatische Domäne mit ihren Tyrosinresten benötigt wird 
(Fukunaga et al. 1993). Zur Übermittlung mitogener Signale reichen 55 Aminosäurereste 
des N-terminalen Bereichs des intrazellulären G-CSFR-Abschnittes aus (Dong et al. 1993). 
Da diese Domäne über keine Tyrosinreste verfügt, wird davon ausgegangen, daß der kon-
servierte Bereich mit den Box-1- und Box-2-Motiven eine Bindungsstelle für JAK-Kinasen 
(Nicholson et al. 1995) und für die Tyrosinkinase Lyn (Corey et al. 1994) darstellt. Da sich 
die erwähnten Untersuchungen auf den aktivierten G-CSFR beziehen, erschien es interes-
sant nach Bindungspartnern des unstimulierten Rezeptors zu suchen.  
 
Um die Bindungsdomänen von vorneherein näher eingrenzen zu können, wurde das Hefe-
Zwei-Hybrid-Genbank-Screening mit verschiedenen „Köderproteinen“ durchgeführt  
(s. 3.1.1, Abb. 3-1). Neben der Suche nach Bindeproteinen der zytoplasmatischen Domäne 
in ihrer vollen Länge mittels LexA-Ende wurde nach Interaktionspartnern der sogenannten 
Proliferationsdomäne, LexA-P1, die den zytoplasmatischen Teil des G-CSFR von Amino-
säurerest 631 bis Aminosäurerest 691 umfaßt, sowie nach Wechselwirkungspartnern des 
alle Tyrosinreste umfassenden Köderproteins LexA-704 und des Proteins LexA-729, dem 
der Tyrosinrest 704 fehlt, gesucht. Um zu vermeiden, daß ein an die Proliferationsdomäne 
bindendes Protein auch mit LexA-704 und LexA-729 gefischt wird, fehlt beiden 
Fusionsproteinen dieser Bereich der zytoplasmatischen Domäne. LexA-729 wurde 
zusätzlich generiert, da insbesondere an Tyrosinrest 704 im phosphorylierten Zustand 
mehrere SH2-Domänen besitzende Proteine, wie z.B. Grb2, SHP-2 und eventuell STAT3 
binden (Ward et al. 1999a). Mittels der generierten Konstrukte sollte untersucht werden, 
ob bestimmte Proteine konstitutiv mit dem G-CSFR assoziiert sind und ob insbesondere 
die Region um den nicht-phosphorylierten Tyrosinrest 704 Andockstelle für den Rezeptor 
inhibierende Signalmoleküle ist. Direkte Interaktionspartner des inaktiven G-CSFR 
wurden bisher noch nicht identifiziert, es wurde aber postuliert, daß Lyn und JAK2 
konstitutiv mit dem G-CSFR assoziiert seien (Corey et al. 1994; Nicholson et al. 1995). In 
diesen Studien konnte jedoch eine über Adaptermoleküle vermittelte Bindung der beiden 
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Kinasen an den G-CSFR nicht ausgeschlossen werden. Sie stellten potentielle, mittels 
Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening nachzuweisende Interaktionspartner dar.  
 
Für das Screening selbst wurde eine embryonale pVP16-cDNA-Bibliothek 9,5-10,5 Tage 
alter Mäuse verwendet (Hollenberg et al. 1995). Die Tatsache, daß mit Domänen des 
humanen G-CSFR nach murinen Interaktionspartnern gesucht wurde, stellte kein Problem 
dar, da große Homologie zwischen den beiden Rezeptoren herrscht (Larsen et al. 1990) 
und bindende Proteindomänen meist stark konserviert sind (Sudol 1998). Für die nähere 
Charakterisierung des murinen Wechselwirkungspartners stand bereits ein murines Zell-
system zur Verfügung: Es handelte sich dabei um promylozytäre, IL-3-abhängige 
32D.C10-Zellen, die mit dem G-CSFR stabil transfiziert worden waren und sich durch  
G-CSF Stimulation zu granulozytären Zellen differenzieren ließen (Ward et al. 1999a).  
 
 
4.1.1 Der Proteinabschnitt 112 ist ein Interaktionspartner des G-CSFR 
 
In einem Hefe-Zwei-Hybrid-System mit GFP als Reportergen wurde der aus dem Gen-
bankscreening stammende Proteinabschnitt 112 als Interaktionspartner des G-CSFR in-
vivo bestätigt. Dabei konnte eine spezifische Wechselwirkung mit den Köderproteinen 
LexA-729 und LexA-Ende gezeigt werden. Es handelte sich um eine vergleichsweise 
schwache Protein-Protein-Wechselwirkung, wie sie von TrkA mit c-Abl (Koch et al. 2000) 
gezeigt wurde. Die fehlende Interaktion mit LexA-704 könnte damit erklärt werden, daß es 
bei diesem Rezeptorabschnitt zu einer Protein-Faltung kommt, die eine Bindung des 
Proteinabschnitts 112 nicht mehr ermöglicht. Eine andere Erklärung könnte sein, daß 
LexA-704 besonders empfindlich gegenüber proteolytischem Abbau ist und deshalb keine 
Protein-Protein-Wechselwirkung mit 112 detektiert werden konnte. Diese Vermutung 
stützt sich auf die Beobachtung, daß LexA-704 als einziges Fusionsprotein in dem Anti-
LexA entwickelten Western Blot zusätzlich zu der erwarteten Hauptbande von ca. 35 kD 
noch eine Nebenbande von etwa 30 kD zeigte. Bei dieser dürfte es sich um ein 
Degradationsprodukt handeln (Keegan et al. 1996).  
 
In-vitro wurde die in-vivo gezeigte Interaktion des Proteinabschnitts 112 mit dem G-CSFR 
mittels GST-pull-down-Experimenten bestätigt (s. 3.1.5, Abb. 3-8). Sowohl im Zellysat, 
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als auch im GST-pull-down-Ansatz wies die dominierende Bande ein Molekulargewicht 
von etwa 90 kD  auf. Im Zellysat konnten zusätzliche Proteinbanden detektiert werden. 
Diese zeigten Molekulargewichte, die sowohl größer als auch kleiner als 90 kD waren. Im 
GST-pull-down-Ansatz konnten neben der dominierenden Proteinbande nur noch kleinere 
identifiziert werden. Bisher wurden Molekulargewichte des G-CSFR von 150 kD,  
135-125 kD, 110-105 kD, 92-83 kD  und von 30 kD  beobachtet (Fukunaga et al. 1991; Li 
et al. 1994). Bei Rezeptoren mit einer Größe von 150 kD  und 135-125 kD  handelt es sich 
um reife, auf der Zelloberfläche exprimierte G-CSFR, das Protein mit einem Molekular-
gewicht von 30 kD  ist vermutlich ein Degradationsprodukt des Rezeptors (Fukunaga et al. 
1991; Li et al. 1994). Die beobachteten Molekulargewichte von 110-105 kD  und 92-83 kD  
beruhen auf unterschiedlichen Glykosylierungsmustern des G-CSFR (Fukunaga et al. 
1991; Li et al. 1994). Im Rahmen der GST-pull-down-Versuche konnte also eine Inter-
aktion des Proteinabschnitts 112 mit dem nicht vollständig glykosylierten  
G-CSFR beobachtet werden. Dies könnte einerseits daran liegen, daß in der 32D.C10-Zell-
präparation überwiegend unreife Rezeptorformen vorliegen oder andererseits daran, daß 
der Glykosylierungszustand für die Interaktion ohne Bedeutung ist. Darüber hinaus könnte 
es sich bei dem Wechselwirkungspartner 112 um einen Inhibitor des G-CSFR handeln. 
Dieser könnte ähnlich wie die SOCS-Proteine als Adapter fungieren und dazu führen, daß 
der G-CSFR sofort nach der Interaktion mit dem Proteinabschnitt 112 durch proteosomale 
Degradation abgebaut wird (Alexander et al. 1999).  
 
 
4.1.2 Die Sequenz 112 wird in allen getesteten murinen Geweben exprimiert  
 
Mittels „Mouse Lane Multiple Tissue Northern (MTNTM) Blot“ der Firma Clontech konnte 
gezeigt werden, daß die Sequenz 112 in allen getesteten Geweben exprimiert wird  
(s. 3.1.6.1, Abb. 3-9): in allen Geweben konnten drei Transkripte detektiert werden. Die 
dominierende Bande hatte eine Größe von 2,2 kb. Die beiden anderen mRNAs wiesen eine 
Länge von 4,4 und 5,7 bzw. 7,0 kb im Skelettmuskel und der Milz auf. 
 
Die 32D.C10-Zellen wurden zusätzlich mit G-CSF stimuliert und reagierten die ersten drei 
Tage mit einer verstärkten Proliferation, anschließend konnte ihre Differenzierung beo-
bachtet werden.  
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stimulation der 32D.C10-Zellen mittels Fluoreszenz-
farbstoff markierter Anti-Gr-1-, Anti-CD-11c- und Anti-CD-14-Antikörper, Messung der 
relativen Grünfluoreszenz im FACScanner und anschließender grafischer Darstellung in 
einem Durchflußzytometer-Diagramm, verfolgt (s. 3.1.6.3, Abb. 3-12). An Tag fünf konnte 
eine deutliche Veränderung in der Expression der Oberflächenmarker festgestellt werden. 
Wie erwartet, hatte die Zytokin-Stimulation mit zunehmender Differenzierung einen An-
stieg der CD14- und Gr-1-Expression zur Folge (Ziegler-Heitbrock et al. 1993). Die Gr-1 
Repräsentanz korreliert mit dem reifen granulozytären Phänotyp. Je mehr die 32D.C10-
Zellen ihre Fähigkeit zur Proliferation verlieren, desto stärker wird die Gr-1-Expression 
(Fleming et al. 1993). Die Repräsentation von CD11c auf der Zelloberfläche gilt als Mar-
ker für einen makrophagen-ähnlichen Phänotyp (Lopez-Rodriguez et al. 1997). Die 
CD11c-Expression nahm, wie erwartet, mit andauernder G-CSF-Stimulation der 32D.C10-
Zellen ab. Die Differenzierung konnte ebenfalls durch Färbung von Zytozentrifuga-
tionspräparaten mit May-Grünwald- und Giemsafärbung bestätigt werden.  
 
 
4.1.3 Die Sequenz 112 konnte auch in myeloiden Zellen nachgewiesen 
werden 
 
In unstimulierten als auch in G-CSF stimulierten 32D-Zellen wurde neben der schwächer 
exprimierten 4,4 kb langen mRNA das dominierende 2,2 kb Transkript nachgewiesen  
(s. 3.1.6.4, Abb. 3-13). Die beiden mRNAs sind typisch für 112. Dieses Experiment zeigte, 
daß die Sequenz 112 in myeloiden Zellen exprimiert wird, allerdings nur in Form von zwei 
Transkripten, die in murinem Gewebe detektierte mRNA mit einer Länge von  5,7 bzw.  
7,0 kb konnte nicht nachgewiesen werden. 
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4.1.4 Die murine Sequenz 112 besitzt ein humanes Homolog 
 
Es konnte gezeigt werden, daß der Klon 112 ein humanes Homolog besitzt. Es wurden 
entsprechend der murinen mRNA in allen untersuchten humanen Geweben Transkripte von 
112 mit einer Länge von 6,0 kb nachgewiesen (s. 3.1.6.2, Abb. 3-10). Nur im menschlichen 
Gehirn wurde zusätzlich eine kleinere mRNA detektiert. Eine besonders starke Expression 
zeigte renales Gewebe. Auffällig bei diesem Northern Blot waren die ungewöhnlich breiten 
und deutlich stärkeren Signale der Leukozyten des peripheren Blutes. Da sich diese Banden 
auch durch nachträgliches Waschen unter stringenten Bedingungen nicht reduzieren ließen, 
könnte dies auf eine Überexpression der mRNA von 112 in Leukozyten hinweisen. Dieser 
Blot erlaubt keine Unterscheidung zwischen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. 
Daher ist es wahrscheinlich, daß die detektierte Überexpression von Granulozyten herrührt.  
 
 
4.1.5 Expression des G-CSFR in verschieden Geweben 
 
Derselbe „Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot“ der Firma Clontech 
wurde mit einer 32P-markierten G-CSFR-Sonde hybridisiert. Auch hier wurden sehr starke 
Signale in Leukozyten des peripheren Blutes detektiert (s. 3.1.6.2, Abb. 3-11). Da die Firma 
gleiche mRNA-Mengen für jedes Gewebe garantiert, könnte zwischen der starken G-CSFR- 
und 112-Expression in leukozytären Zellen ein Zusammenhang bestehen. Dies scheint aber 
nur für Leukozyten zu gelten, da die mRNA von 112 im Gegensatz zu der des G-CSFR in der 
Plazenta nicht verstärkt exprimiert wird. Möglicherweise interagiert der Proteinabschnitt 112 
bevorzugt mit den G-CSFR der Neutrophilen (Bernard et al. 1996) und wird deshalb in den 
Leukozyten des peripheren Blutes verstärkt exprimiert. 
 
Ferner konnten Hybridisierungssignale des G-CSFR in Leber, Niere, Milz, Thymus, Dünn- 
und Dickdarm identifiziert werden (s. 3.1.6.2, Abb. 3-11). Die 3,7 kb lange mRNA in diesen 
Geweben entsprach den Erwartungen (Avalos et al. 1996). Bisher wurden jedoch keine 
Transkripte mit einer Größe von 6,0 und 7,5 kb beschrieben. Es könnte sich um 
Spleißvarianten handeln. Ebenfalls keine Angaben wurden bisher über das Vorkommen des 
G-CSFR im Skelettmuskel gemacht. Im vergangenen Jahr wurde von der Entdeckung 
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von „Stammzellen“ des Muskels berichtet (Lemischka 1999). Sie zeigten eine zehnfach 
höhere hämatopoetische Aktivität als das gesamte Knochenmark und verfügten darüber 
hinaus über eine breitere Spanne an Differenzierungspotential (Lemischka 1999). Bei den  
„Stammzellen“ des Muskels handelt es sich um Vorläuferzellen, die in der Lage sind so-
wohl zu Muskelzellen als auch zu hämatopoetischen Zellen zu differenzieren. Es ist daher 
sehr wahrscheinlich, daß diese unreifen Zellen den G-CSFR exprimieren. Auch die Detek-
tion des G-CSFR in Leber, Niere, Milz, Thymus, Dünn- und Dickdarm stellt keine Beson-
derheit dar, da sich in allen Geweben sogenannte mesenchymale Vorläuferzellen befinden, 
die erst später zu parenchymalen Zellen auf denen der G-CSFR nicht mehr exprimiert 
wird, differenzieren. Eine zweite Möglichkeit für die Expression des G-CSFR ist eine 
extramedulläre Hämatopoese in diesen Geweben. Eine solche wurde z.B. in der murinen 
Milz beobachtet (Welte et al. 1987). Auch in der Leber konnten blutbildende Inseln 
gezeigt werden. Dieser Blot erlaubt keine nähere Charakterisierung der G-CSFR 
exprimierenden Zellen, da die Organe nicht unterteilt wurden, so daß eine Detektion des 
G-CSFR in den oben genannten Geweben zu erwarten ist. Im Gegensatz zu 112 konnte der 
G-CSFR nicht in Gehirn und Herz nachgewiesen werden. Es ist dennoch möglich, daß der 
G-CSFR unterhalb der Nachweisgrenze oder nur während der Embryonalentwicklung in 
diesen Geweben exprimiert wird. Calhoun et al. (1999) beobachteten eine Regulation der 
G-CSFR-Expression in Darm, Auge und Niere des humanen Fötus. Stan et al. (1999) 
wiesen G-CSFR-Transkripte, deren Expression mit zunehmender Differenzierung  abnahm 
in Zellen astroglialen Ursprungs, nach. Diese Beobachtungen könnten das Fehlen des  
G-CSFR im adulten Gehirn erklären. 
 
 
4.1.6 Das DNA-Fragment 112 ist Teil der cDNA des murinen OGFR 
 
Da es sich bei der aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Genbankscreen stammenden cDNA nur um 
einen Teil eines Gens handelt und zu dem damaligen Zeitpunkt keine Homologien zu an-
deren Genen bekannt waren, wurde eine murine λ-Phagenbank der Niere (Mouse Kidney 
5’-Stretch Plus cDNA Library) nach dem vollständigen Gen durchsucht. Dazu wurde eine 
λ-Phagenbank aus renalem Gewebe verwendet, weil die mRNA von 112 sowohl in 
muriner, als auch in humaner Niere stark exprimiert wird (s. 3.1.6.1, Abb. 3-9; 3.1.6.2, 
Abb. 3-10). Dabei wurden 6 x 105 Transformanten analysiert. Insgesamt wurden sechs 
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Klone sequenziert: es stellte sich heraus, daß es sich bei allen um dasselbe Gen handelte. 
Sequenzanalysen ergaben, daß das DNA-Fragment 112 in umgekehrter Richtung in dem 
neuen Klon, λ 2, vorliegt. Sein ursprüngliches 5’-Ende repräsentiert jetzt sein 3’-Ende. 
Eine spätere Datenbanksuche ergab, daß es sich bei λ2 um einen zur Ratte homologen 
Opioid-Wachstumsfaktor-Rezeptor (OGFR) handelt (Zagon et al. 1999). Ausgangsmaterial 
für die Klonierung des OGFR der Ratte war ein 1 kb Fragment, #14, das in umgekehrter 
Leserichtung zu 89% der Sequenz 112 entspricht (s. 3.1.7.1, Abb. 3-15). #14 wies 8 un-
vollständige Repeats aus 9 Aminosäuren auf (Zagon et al. 1999). Der Proteinabschnitt 112 
besteht aus 11 unvollständigen Repeats von 9 Aminosäuren bei einem offenen Leserahmen 
von 354 bp (s. 3.1.4, Abb. 3-6). Mit #14 wurde eine λgt11 Expressionsbibliothek nach dem 
vollständigen Gen durchsucht. Der OGFR der Ratte codiert für ein Protein von 580 
Aminosäuren, mit einem geschätzten Molekulargewicht von 58 kD. Mittels Northern Blot 
wurde im Ratten-Cerebellum ein Transkript von 2,1 kb nachgewiesen. (Zagon et al. 1999). 
Der humane OGFR weist 8 unvollständige Repeats von 20 Aminosäuren, die nicht zu 
denen des murinen OGFR homolog sind, auf. Die fünf identifizierten Isoformen des 
humanen OGFR unterscheiden sich in der Anzahl der Repeats voneinander. In adultem 
Gewebe konnte ein Transkript von 2.4 kb, in fötalem noch eine zusätzliche mRNA mit 
einer Länge von 1,7 kb nachgewiesen werden. Die Expression des humanen OGFR wurde 
in Herz, Gehirn, Leber, Plazenta, Skelettmuskel, Niere, Pankreas und verschiedenen 
Karzinomzellinien gezeigt (Zagon et al. 2000). Der humane OGFR und der der Ratte zei-
gen auf Aminosäureebene in ihrem N-terminalen Bereich eine Homologie von 87%, die C-
Termini jedoch nur noch eine solche von 43 %. Die Autoren postulierten eine, die Struktur 
des OGFR betreffende divergente Evolution (Zagon et al. 2000). Beweise stehen aber noch 
aus. Es ist sehr wahrscheinlich, daß es sich bei dem 6,0 kb Transkript des „Human 12-Lane 
Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot“ der Firma Clontech (s. 3.1.6.2, Abb. 3-10) um 
ein humanes Homolog von 112 unbekannter Funktion handelt, denn ein Sequenzvergleich 
auf DNA- und Proteinebene zeigte keine Verwandtschaft zwischen 112 und humanen 
OGFR. 
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Abb. 4-1. Schematische Darstellung des DNA-Fragmentes 112, des Klons λ2, sowie 
des OGFR des Ratte. Die OGFR unterscheiden sich sowohl in der Anzahl ihrer Repeats, 
als auch in ihrer Leserichtung  von dem DNA-Fragment 112.  
 
 
 
Ein Northern Blot mit unstimulierten- und bis zu dreizehn Tage stimulierten 32D.C10-
Zellen wurde mit einem 32P-markierten Fragment λ2 (Acc I, Bgl II) des klonierten murinen 
OGFR hybridisiert (s. 3.1.7.1, Abb. 3-16). λ2 (AccI, Bgl II) liegt stromaufwärts des 
invertierten DNA-Fragmentes 112 und weist keine Repeats auf. Es zeigte sich ein 
ähnliches Bandenmuster wie bei der Hybridisierung mit der DNA-Sonde von 112. Der 
Unterschied bestand in der Stärke der Hybridisierungssignale. Das dominierende 
Transkript hatte bei diesem Northern-Blot-Experiment eine Länge von 4,4 kb. Es könnte 
sein, daß es sich bei den detektierten Transkripten um Mitglieder einer Genfamilie, die sich 
in der Anzahl ihrer repetitiven DNA-Sequenzen unterscheiden, handelt. Die mRNA mit 
einer Länge von 2,2 kb repräsentiert den OGFR und verfügt über 11 Repeats. Die beiden 
anderen Transkripte ( 4,4 und 5,7 bzw. 7,0 kb) weisen wahrscheinlich weniger repetitive 
DNA-Abschnitte als 112 auf und zeigen deshalb schwächere Hybridisierungssignale. Die 
für 112 typischen, 4,4 kb und die 2,2 kb langen mRNAs scheinen in dem mit λ2 (Acc I, 
Bgl II) hybridisierten Bereich, der keine Repeats aufweist, über Bereiche großer 
Homologie zu verfügen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, daß sich die beiden 
Transkripte in der Anzahl ihrer repetitiven DNA-Sequenzen unterscheiden. Unklar bleibt, 
ob es sich bei der 4,4 kb langen mRNA um eine Isoform des murinen OGFR handelt. In 
32D.C10 Zellen konnte die 5,7 kb lange mRNA lediglich sehr schwach und nur bei 
Verwendung der λ2 (Acc I, Bgl II) Sonde nachgewiesen werden. In murinen Geweben 
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konnten bei der Hybridisierung mit der Sequenz 112 Transkripte von 5,7 bzw. 7,0 kb 
detektiert werden. Wahrscheinlich beruht der Unterschied in der Nachweisbarkeit wie 
bereits vermutet auf einer abweichenden Anzahl an repetitiven DNA-Sequenzen, sowie auf 
einer Expression des Transkriptes in bestimmten Geweben. Auch hier bleibt die Frage 
offen, ob es sich bei den in murinen Geweben detektierten 5,7 bzw. 7,0 kb mRNAs um 
eine Spleißvariante des OGFR, oder um ein anderes Gen mit Teilen der repetitiven 
Sequenz 112 handelt. 
 
Eine Hybridisierung des „Human 12-Lane Multiple Tissue Northern (MTN)TM Blot“ der 
Firma Clontech (s. 3.1.7.2 , Abb. 3-18) mit dem 32P-markierten λ2-(Acc I, Bgl II)-DNA-
Fragment zeigt mehr Signale als bei der Verwendung des radioaktiv markierten DNA-
Fragmentes 112. Zusätzlich zu dem bereits identifizierten 6,0 kb Transkript konnten in 
Herz, Skelettmuskel, Niere und Leber weitere mRNAs verschiedener Länge nachgewiesen 
werden. Es handelt sich dabei um Gene, die in ihrer DNA-Sequenz das λ2-(Acc I, Bgl II)-
DNA-Fragment repräsentieren, nicht aber die in 112 enthaltenen Repeats. Die DNA-
Sequenzen der beiden Sonden sind lediglich in dem 6,0 kb Transkript enthalten. Man kann 
davon ausgehen, daß es sich bei diesem um ein humanes Homolog des murinen OGFR 
handelt. Im Gegensatz zu dem von Zagon et al. (2000) identifizierten humanen OGFR, 
weist das hier detektierte Transkript nicht nur eine längere mRNA auf, sondern zeigt ein 
Hybridisierungssignal mit beiden 32P-markierten DNA-Fragmenten. Folglich wurde ein 
humanes Transkript detektiert, das eine größere Homologie zu dem murinen OGFR als der 
bereits klonierte humane Opioid Wachstumsfaktor Rezeptor (Zagon et al. 2000) zeigt. Es 
scheint eine mRNA zu existieren, die die postulierte, die Struktur des OGFR betreffende, 
divergente Evolution (Zagon et al. 2000) nicht durchlaufen hat. Die genaue Sequenz und 
die Funktion dieses Transkriptes sind bisher noch unbekannt. Bei den anderen in diesen 
Geweben exprimierten mRNAs, könnte es sich um - durch divergente Evolution ent-
standene - Gene handeln. Sie haben möglicherweise im Laufe ihrer Entwicklung die in 
dem DNA-Fragment 112 enthaltenen Repeats verloren. Den Ergebnissen von Zagon et al. 
(2000) zufolge dürften sich die identifizierten Transkripte lediglich in ihrem C-Terminus 
unterscheiden, ihr N-terminales Ende müßte aber Bereiche großer Homologien aufweisen. 
Diese Hypothese wird durch die zusätzlichen Banden in Herz, Skelettmuskel, Niere und 
Leber nach Hybridisierung des humanen Northern Blot der Firma Clontech mit dem 32P-
markierten λ2-(Acc I, Bgl II)-DNA-Fragment bestärkt. Die 2.4 kb lange mRNA in diesen 
Geweben dürfte dem von Zagon et al. (2000) klonierten humanen OGFR entsprechen.
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Keine Signale konnten in Gehirn, Dickdarm, Thymus und Milz gezeigt werden. Es handelt 
sich dabei um Transkripte, die die in dem DNA-Fragment 112 repräsentierten Repeats, 
nicht aber die λ2-(Acc I, Bgl II)-DNA-Sequenz enthalten. Es scheint sich dabei um 
humane Homologe des DNA-Fragmentes 112, nicht aber um ein menschliches Äquivalent 
des murinen OGFR zu handeln. Ein weiteres Indiz für die Existenz weiterer Gene mit der 
repetitiven Sequenz 112 ist die Beobachtung, daß schon nach der ersten Hybridisierung der 
Filter mit dem 32P-markierten DNA-Fragment 112 sehr viele eindeutig positive Klone zu 
verzeichnen waren. Es ist sehr wahrscheinlich, daß neben dem stark exprimierten OGFR 
noch andere, seltener exprimierte Gene mit diesen Repeats zu finden sind. Daher kann pos-
tuliert werden, daß 112 in verschiedenen Genen wieder zu finden ist. Im Laufe der Evolu-
tion könnten Gene entstanden sein, die diese repetitiven Sequenzen entweder in ihrem  
C- oder N-Terminus repräsentieren. Folglich ist das DNA-Fragment 112 in mehreren Gen-
familien präsent. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung, daß Repeats meistens 
hoch konservierte DNA-Abschnitte sind, bestärkt (Ricke et al. 1995).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
Abb 4-2. Schematische Darstellung der detektierten Transkripte. (1.) Die eingesetzte 
Sonde λ2 (Acc I, Bgl II) hybridisierte mit dem Transkript, das gleichzeitig auch mit der 
Sequenz 112 nachgewiesen werden konnte. Daher wird postuliert, daß diese mRNA so-
wohl über repetitive Sequenzen als auch über das Fragment λ2 (Acc I, Bgl II) verfügt. (2.) 
Der humane OGFR zeigte keine Homologien zu 112, aber zu λ2 (Acc I, Bgl II). Ein 
Sequenzvergleich zeigte, daß das 275 bp Fragment in den bp 126 bis 275 zu 77% mit 
denen des humanen OGFR identisch ist. (3.) Weitere Transkripte hybridisierten nur mit 
dem Fragment 112, nicht aber Sequenz der λ2 (Acc I, Bgl II). Solche wurden in Gehirn, 
Dickdarm, Thymus und Milz nachgewiesen. (4.) In Herz, Skelettmuskel, Niere und Leber 
wurden mRNAs verschiedener Länge gezeigt. Diese waren mit der Sonde 112 nicht de-
tektierbar. 
               λ 2  ( A c c  I ,  B g l  I I )                            R e p e a t
1 .
2 .
3 .
4 .
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4.1.7 Existiert das DNA-Fragment 112 in seiner ursprünglichen Lese-
richtung? 
 
Bisher konnte das DNA-Fragment 112 nur in seiner umgekehrten Leserichtung ausfindig 
gemacht werden. Mit einer Antisensesonde der Sequenz 112, die Transkripte in Lese-
richtung des aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening stammenden cDNA-Klons 
erkennt, konnten keine mRNAs detektiert werden. Es wäre nicht verwunderlich gewesen, 
wenn mit der Antisensesonde ein Transkript entdeckt worden wäre, denn in letzter Zeit 
mehren sich die Berichte, daß Gene bidirektional transkribiert werden können. Diese 
stehen dabei unter der Kontrolle verschiedener Promotoren (Huelseweh et al. 1998). 
Huelseweh et al. (1998) fanden beim Screening einer Genbank von Rochen-Gonaden ein 
Antisensetranskript des Natrium/Phosphat Co-Transporters (NaPi II). Es hatte einen offe-
nen Leserahmen von 204 bp. Dabei handelte es sich dabei um eine mRNA, die auf sehr 
niedrigem Level exprimiert wird und nach einer Datenbanksuche keine Ähnlichkeit zu 
anderen, zu diesem Zeitpunkt bekannten, Genen zeigte.  
Es ist möglich, daß es sich bei dem DNA-Abschnitt 112 um einen Teil eines geprägten 
Gens handelt. In geprägten Genen wurden häufig hintereinander geschaltete repetitive 
Sequenzen nachgewiesen (Neumann et al. 1995). Es könnte also sein, daß die Sequenz 112 
in ihrem Prägungsmuster von Gewebe zu Gewebe variiert und sich im Laufe der Entwick-
lung ändert. Es könnte folglich nur während der Embryonalentwicklung exprimiert sein. 
Ferner ist es möglich, daß es sich bei 112 um einen Genabschnitt handelt, dessen 
Expression auf ein bestimmtes Entwicklungsstadium beschränkt ist (Kimelman et al. 1989, 
Hsieh-Li et al. 1995, Merzendorfer et al. 1997). Die kommerziellen Northern Blots wurden 
beide aus adulten Spezies gewonnen und hätten damit die Detektion eines embryonalen 
Gens verhindert. Da es sich bei der verwendeten cDNA-Bank um eine embryonale pVP16-
cDNA-Bibliothek 9,5-10,5 Tage alter Mäuse (Hollenberg et al. 1995) handelt, können 
durchaus für Embryonen spezifische Gene als Interaktionspartner gefunden werden. Ein 
Northern Blot mit embryonalem Gewebe 9,5-10,5 Tage alter Mäuse, hybridisiert mit der 
bereis beschriebenen Antisensesonde könnte Hinweis auf die Existenz eines Gens in 
Leserichtung des aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screening stammenden cDNA-
Klons geben. Nicht aber, wenn 112 Teil eines geprägten Gens ist. In diesem Fall würde das 
Screening einer genomischen DNA-Bank Aufschluß über die Existenz des gefundenen 
Interaktionspartners geben. Ebenfalls nicht mittels Northern Blot nachgewiesen werden 
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kann das DNA-Fragment 112 in seiner ursprünglichen Leserichtung, wenn es sich dabei 
um eine kryptische Sequenz handelt. Durch eine Mutation in dem entsprechenden Gen 
könnte der Spleißprozeß unterdrückt worden sein und 112, ein sehr kurzes Intron ohne 
kryptische Spleißstelle, wäre abgelesen worden und hätte so zu einer Übernahme der 
Intronsequenz in die reife mRNA geführt. Da eine solche Mutation nur in der Genbank 
präsent wäre, könnte 112 ebenfalls nicht mittels einer Antisensesonde auf einem Northern 
Blot nachgewiesen werden. Ferner ist es möglich, daß die Expression des DNA-
Fragmentes 112 auf bestimmte Zellpopulationen beschränkt ist. Dabei würde der Northern 
Blot keine ausreichend sensitive Methode darstellen. Selbst die Detektion seltener mRNA 
in bestimmten Zelltypen ist bei der Verwendung eines Blot verschiedener Gewebe 
schwierig, mitunter sogar nicht möglich. In diesem Fall könnte eine in-situ-Hybridisierung 
Aufschluß geben. Geeignet wären Mäuseembryonen verschiedener Entwicklungsstadien. 
Um weniger als 10-50 Kopien der Nukleinsäuresequenz 112 pro Zelle identifizieren zu 
können, bietet sich eine Hybridisierung des zu untersuchenden Gewebes mit Streptavidin-
Nanogold-Silber an (Hacker 1998).  
Nicht ausgeschlossen werden kann, daß es sich bei dem Klon 112 um ein Produkt der 
Genbank-Klonierung handelt. Beim Herstellen dieser cDNA-Bibliothek wurden die DNA-
Fragmente über Not-I-Linker in den pVP16-Expressionsvektor kloniert. Da sich an beiden 
Enden des cDNA-Fragmentes die selbe Restriktionsschnittstelle befindet, hängt die Rich-
tung des Inserts vom Zufall ab. Diese Erklärung erscheint bei erster Betrachtung sehr plau-
sibel und wäre deshalb zu favorisieren, aber gerade in neuster Zeit wird von repetitiven 
Sequenzen berichtet, die in beiden Richtungen abgelesen werden können (Danilevskaya et 
al.1999). Auch im Rahmen der Entschlüsselung des Chromosom 21 wurden ebenfalls in-
vertierte Repeats entdeckt, deren Funktion noch geklärt werden muß (Hattori et al. 2000).  
 
 
4.1.8 Ist 112 ein potentieller Inhibitor des G-CSFR und dadurch von thera-
peutischem Nutzen? 
 
Insgesamt wurde mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Genbank-Screenings ein Teil eines 
Proteins gefunden, das an den G-CSFR bindet. Unbekannt ist bis jetzt die Herkunft des 
Proteinabschnitts und sein dazugehöriges Gen. Ebenfalls nicht geklärt ist, ob 112 aufgrund 
seiner prolinreichen Proteinstruktur bindet, oder weil es ein natürlicher Interaktionspartner 
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des inaktiven G-CSFR ist. 112 bietet vielversprechende Möglichkeiten die 
Signaltransduktion des G-CSFR näher zu untersuchen. Es wurde ein Protein gefunden, das 
an den inaktiven G-CSFR bindet und somit Bindungsstellen für andere Signalmoleküle 
blockiert. Ein potentieller Inhibitor des G-CSFR könnte auch von therapeutischem Nutzen 
sein. Viele Tumorzellen des Kopf-Hals-Bereichs (Noda et al. 1999) oder auch 
Leukämiezellen (Souza et al.1986) exprimieren den G-CSFR und können durch endogenes 
G-CSF zur Proliferation und somit zur Vermehrung des Tumormaterials angeregt werden. 
Bei Kopf-Hals-Karzinomen wurde beobachtet, daß G-CSF die Metastasierung fördert 
(Noda et al. 1999). Könnte man in diesen Zellen den G-CSFR gezielt blockieren, wäre eine 
Ausbreitung des Tumors zu verhindern. Bei dem Interaktionspartner 112 handelt es sich 
möglicherweise um ein biologisch aktives Peptid, das den G-CSFR inhibieren kann. Es 
wurde berichtet, daß innerhalb von Proteinmolekülen Peptide von ungefähr 15 Amino-
säuren und ihren entsprechenden Antisensepeptiden existieren (Baranyi et al. 1995). 
Sense- und Antisensepeptide werden durch ca. 50 Aminosäurereste, einer sogenannten 
Antisense-Homologie-Box, voneinander getrennt, da beide Peptide aneinander binden 
können. Diese könnte bei der Faltung der Proteine eine Rolle spielen (Baranyi et al. 1995). 
Es wurde gezeigt, daß z.B. der menschliche Endothelin Rezeptor A eine solche Antisense-
Homologie-Box besitzt und daß mittels dieser ein biologisch aktives Peptid, welches den 
Endothelin A Rezeptor blockiert, identifiziert werden konnte (Baranyi et al. 1995).  
Weitere Studien sollen zeigen, ob von der Proteindomäne 112 mehrere solche Peptide 
abgeleitet werden können und welches davon die größte inhibitorische Aktivität aufweist. 
Auch sein möglicher therapeutischer Nutzen wird erst noch erprobt werden müssen. 
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4.2 Bindungsstudien mit GST-Fusionsproteinen 
 
 
Die Bindung von G-CSF an seinen Rezeptor führt zu dessen Dimerisierung und anschlie-
ßender Phosphorylierung. In diesem aktivierten Zustand übermittelt der G-CSFR Prolife-
rations- und Differenzierungssignale (Nicola 1986; Demetri & Griffin 1991; Lieschke et al. 
1994; Liu et al. 1998). Im Rahmen dieser Signaltransduktion spielen die einzelnen 
phosphorylierten Tyrosinreste eine besondere Rolle, in dem sie Andockstellen für Proteine 
mit SH2-Domänen bilden (Pawson 1995). Die Tyrosinreste 704 und 764 übermitteln 
vorwiegend Proliferationssignale, während die Tyrosinreste 729 und 744 STAT3 akti-
vieren und die Differenzierung zu Neutrophilen zur Folge haben (Ward et al. 1999a). Trotz 
dieser Kenntnis ist die Signaltransduktion des G-CSFR bisher nur wenig verstanden und 
hinkt deshalb anderen Rezeptorsystemen hinterher (Ward et al. 1999a). Aus diesem Grund 
war es von besonderem Interesse Bindungspartner des G-CSFR ausfindig zu machen. Da 
mittels Bindungsstudien mit GST-Fusionsproteinen nur bereits bekannte Signalmoleküle 
als Wechselwirkungspartner identifiziert werden können, wurde versucht möglichst viele 
Proteine, die bei der Signaltransduktion des G-CSFR eine Rolle spielen könnten, auf ihre 
Interaktion mit dem Rezeptor zu testen. Zur Untersuchung auf tyrosinabhängige Wechsel-
wirkungen wurden die Fusionsproteine in Epicurian Coli TKX1 exprimiert, denn nach 
Induktion der Tyrosinkinase dieses Bakterienstammes werden die Tyrosinreste der  
G-CSFR phosphoryliert und bieten somit Andockstellen für Interaktionspartner des 
aktivierten Rezeptors. In allen Experimenten wurde sowohl die nicht-phosphorylierte, als 
auch die phosphorylierte zytoplasmatische Domäne des G-CSFR an GST gekoppelt, 
eingesetzt. 
 
Als direkte Bindeproteine wurden bisher SHP-2, Grb2 und Shc identifiziert (Ward et al. 
1999a). Außerdem wurde von Ward et al. (1999b) postuliert, daß STAT3 ebenfalls am  
G-CSFR binde. Sowohl Tyrosinrest 704, als auch 744 zeigen ein STAT3 Bindungsmotiv. 
Eine direkte Assoziation von STAT3 ohne Beteiligung von SH2-Domänen mit dem  
G-CSFR kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Möglich ist auch eine Wechsel-
wirkung von STAT3 über Lyn (Ward et al. 1999b).  
  
 
-Diskussion- 106 
4.2.1 Überprüfung verschiedener Signalmoleküle auf ihre Interaktion mit 
dem G-CSFR 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden c-Abl, c-Src, Erk2, Grb2, Lyn, Sam68, Ship, SHP-1, 
Stat1, Stat5 und Tyk2 auf ihre Interaktion mit dem G-CSFR in 32D-Zellen überprüft: dabei 
zeigte nur Grb2 mit dem G-CSFR eine Wechselwirkung. Diese wurde von Ward et al. 
(1999a) bestätigt.  
 
Lyn zeigt in Neutrophilen sowie in 32D.C10-Zellen nach G-CSF-Stimulation einen dosis- 
und zeitabhängigen Anstieg der Phosphorylierung und konnte darüber hinaus mit dem  
G-CSFR coimmunpräzipitiert werden; deshalb wird vermutet, daß Lyn konstitutiv mit dem 
G-CSFR assoziiert ist. Möglicherweise bindet Lyn, unabhängig vom Phosphorylierungs-
status des Rezeptors, über seine SH3-Domäne an die prolinreiche Region von Box 1 
(Corey et al. 1994). Diese Daten stehen in Widerspruch zu denen von Yoshikawa et al. die 
in 32D.C10-Zellen, des gleichen Subklons keine Phosphorylierung der Lyn-Kinase detek-
tieren konnten (Yoshikawa et al.1995). Die GST-pull-down-Experimente konnten die Bin-
dung von Lyn in 32D-Zellen nicht bestätigen (s. 3.2.3, Abb. 3-22). Lyn wurde, wie er-
wartet, im Zellysat nachgewiesen, nicht aber als Interaktionspartner der verschiedenen 
GST-Fusionsproteine. Bei Lyn handelt es sich um eine vorwiegend in hämatopoetischen 
Zellen exprimierte Tyrosinkinase der Src-Familie. Da beobachtet wurde, daß auch ein ubi-
quitäres Mitglied dieser Gruppe von Proteinkinasen, c-Src, bei der Signaltransduktion des 
G-CSFR eine Rolle spielt, wurde es auf seine Interaktion mit den GST-Fusionsproteinen 
überprüft (Desphande et al. 1997). Auch hier konnte keine Wechselwirkung mit dem  
G-CSFR nachgewiesen werden (s. 3.2.3, Abb. 3-22).  
 
Sam68 wurde auf seine Interaktion mit dem G-CSFR überprüft, weil es mit Proteinen, die 
bei der Signaltransduktion des G-CSFR von Bedeutung sind coimmunpräzipitiert wurde. 
Zu diesen zählen u.a. SHP-1, p85 der PI3-Kinase und Grb2 (Taylor et al. 1995, Fusaki et 
al. 1997). Eine direkte Assoziation mit dem G-CSFR konnte jedoch nicht beobachtet 
werden (s. 3.2.3, Abb. 3-22), so daß Sam68 – falls es im Rahmen der Signaltransduktion 
des G-CSFR von Bedeutung ist – nur über seine direkte Wechselwirkung mit Mitgliedern 
der Src Tyrosinkinase-Familie oder mit den oben genannten Proteinen, wie z.B. mit Grb2, 
an der Signalweiterleitung teilnimmt. 
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Auch die Interaktion mit einer weiteren Tyrosinkinase, c-Abl, konnte nicht detektiert 
werden (s. 3.2.3, Abb. 3-22). 
 
Anfangs wurde SHIP nur in reifen Zellen des Blutes entdeckt. Mittlerweile ist bekannt, daß 
SHIP in allen Zellpopulationen des Blutes exprimiert wird (Geier et al.1997). Hunter et al. 
(1998) postulierten, daß SHIP die primären Substrate der PI3-Kinase hydrolysiere und so-
mit bei der Signaltransduktion des G-CSFR als negativer Regulator mitogener Signale 
fungieren könne. SHIP ließ sich mit Shc copräzipitiertieren, so daß davon ausgegangen 
wurde, daß die beiden Proteine zusammen einen Komplex bilden und über Shc an Tyrosin-
rest 764 am G-CSFR binden. Eine direkte Bindung von SHIP konnte anhand der Daten 
nicht ausgeschlossen werden (s. 3.2.3, Abb. 3-22). In Übereinstimmung mit der Theorie 
von Hunter et al. (1998) zeigten die GST-Bindungsstudien keine Bindung von SHIP am  
G-CSFR. 
 
Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg gilt als einer der Hauptmechanismen der zellu-
lären Antwort auf Zytokine. Bis heute wurden in Säugern vier JAKs (JAK1-3 und Tyk2) 
und sieben STATs (STAT1-6, darunter STAT5A und STAT5B) identifiziert. Mit dem  
G-CSFR wurden folgende Moleküle des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges in Verbin-
dung gebracht: JAK1, JAK2, Tyk2, STAT1, STAT3 und STAT5 (Avalos et al. 1997). Die 
GST-pull-down-Experimente ergaben jedoch keine Assoziation mit den GST-Fusions-
proteinen des G-CSFR. Weitere untersuchte Proteine des JAK/STAT-Signaltrans-
duktionsweges waren STAT1 und STAT5. Da die JAK1-3 mit STAT5 (5A und 5B) inter-
agieren könnten, wurde STAT5 auf seine Wechselwirkung mit dem G-CSFR überprüft. Es 
sollte verifiziert werden, ob STAT5 auch unabhängig von JAK2 mit den Rezeptorvarianten 
interagieren kann; dabei konnte aber keine STAT5-Bindung am G-CSFR detektiert werden 
(s. 3.2.3, Abb. 3-22). Auch eine Interaktion mit STAT1 konnte nicht nachgewiesen werden 
(s. 3.2.3, Abb. 3-22), so daß lediglich STAT3 an den G-CSFR zu binden scheint (Ward et 
al. 1999b). 
 
Signaltransduktionswege der MAP Kinasen spielen eine entscheidende Rolle bei der Zyto-
kin-abhängigen Regulation von Zellwachstum und Differenzierung. Ferner konnte gezeigt 
werden, daß ERK-MAP Kinasen die Transkriptionsaktivität von STAT3 und somit den 
JAK/STAT-Signalweg beeinflussen (Chung et al. 1997). Da diese Signalmoleküle down-
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stream von GTP bindenden Proteinen fungieren, konnte gemäß den Erwartungen keine 
Wechselwirkung mit dem G-CSFR gezeigt werden (s. 3.2.3, Abb. 3-22). 
 
SHP-1 und SHP-2 sind Protein-Tyrosin-Phosphatasen, die bei der Signaltransduktion von 
Zytokinrezeptoren eine wichtige Rolle spielen (Vogel et al. 1993). SHP-1 wird vorwiegend 
in hämatopoetischen Zellen exprimiert, während SHP-2 ubiquitär verbreitet ist (Stein-
Gerlach et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, daß diese beiden Phosphatasen bei der 
Signaltransduktion des G-CSFR von Bedeutung sind (Tidow et al.1999). Tidow et al. 
(1999) stellten in Patienten mit Kostmann-Syndrom eine Überexpression von SHP-1 und 
SHP-2 unter Beweis. Diese könnte sowohl die Ursache, als auch die Folge des erblichen 
Mangels an Neutrophilen sein. Ward et al. (1999a) konnten zeigen, daß SHP-2 über seine 
SH2-Domäne an den G-CSFR zu binden vermag. Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun 
überprüft werden, ob SHP-1 ebenfalls mit den GST-Fusionsproteinen interagiert. Mittels 
GST-Bindungsstudien konnte keine Wechselwirkung mit dem G-CSFR beobachtet werden 
(s. 3.2.3, Abb. 3-22).  
 
 
4.2.2 Grb2 bindet an Tyrosinrest 764 des G-CSFR 
 
Als Bindungspartner des G-CSFR wurde Grb2 identifiziert. Es wurde eine Interaktion mit 
den phosphorylierten Fusionsproteinen GST-704 und GST-Ende detektiert, erwartungs-
gemäß nicht mit der Negativkontrolle GST (s. 3.2.3.1, Abb. 3-23). Bis zu diesem Zeitpunkt 
war bekannt, daß Grb2 mit Shc, SHP-2, p90, SOS und p145 Komplexe bilden kann (De 
Koning et al. 1996) und bei der Übermittlung proliferativer Signale eine entscheidende 
Rolle spielt (Barge 1996). Nachdem die Bindung von Grb2 an den G-CSFR gezeigt 
werden konnte, wurde seine Bindungsstelle analysiert. Dazu wurden Mutanten der zyto-
plasmatischen Domäne des G-CSFR generiert und dabei jeder Tyrosinrest einzeln mutiert 
(s. 3.2.3.2, Abb. 3-24). Pull-down-Experimente mit diesen Mutanten ergaben, daß Grb2 an 
Tyrosinrest 764 bindet (s. 3.2.3.2, Abb. 3-25). Die Tatsache, daß in diesem Versuchsansatz 
trotzdem Banden zu sehen sind, beruht auf einer Hybridisierung des Antikörpers mit dem 
GST-Anteil des Fusionsproteins. Bei diesem Grb2-Antikörper handelt es sich um eine 
andere Charge der Firma Upstate.  
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Mittels dieser GST-Bindungsstudien wurde in Übereinstimmung mit den Daten von Ward 
et al. (1999a) gezeigt, daß Grb2 am phosphorylierten Tyrosinrest 764 bindet. Ferner 
konnte die Bindung zahlreicher Proteine, die bei der Signaltransduktion von 
Zytokinrezeptoren eine Rolle spielen, ausgeschlossen werden. 
 
 
4.2.3 Sind weitere Bindeproteine des G-CSFR zu erwarten? 
 
Um weitere Aussagen über die Signaltransduktion des G-CSFR machen zu können, 
wurden sowohl 32D-, als auch FDC-P1 mac11-Zellen metabolisch markiert und anschlie-
ßend mit phosphorylierten und nicht-phosphorylierten GST-Ende inkubiert. Die Analyse 
der gebundenen Proteine zeigte in 32D-Zellen zwei und in FDC-P1 mac11-Zellen vier 
Proteine, die ausschließlich an den tyrosinphosphorylierten G-CSFR binden. Die beiden 
gemeinsamen Wechselwirkungspartner hatten ein Molekulargewicht von 26 und 71 kD. 
Die weiteren, nur in FDC-P1 mac11-Zellen dargestellten Bindeproteine, zeigten auf dem 
Autoradiogramm eine Bande bei 65 und 96 kD. Bei dem 26 kD  Protein könnte es sich um 
das bereits als Interaktionspartner identifizierte Adaptermolekül Grb2 handeln.  
 
Mit diesem Experiment konnte ein Überblick über weitere Wechselwirkungspartner des  
G-CSFR gewonnen werden. Die Ergebnisse zeigen auch, daß es in FDC-P1 mac11-Zellen 
mehr Bindeproteine als in 32D-Zellen gibt. Dies deutet darauf hin, daß der G-CSFR in den 
untersuchten Zellinien verschiedene Signalwege verwendet. Eine zelltypische Aktivierung 
unterschiedlicher Signaltransduktionswege wurde bereits von Koay et al. (1999) vermutet.  
 
Diese drei Proteine sind interessante Kandidaten für eine Aufreinigung und anschließende 
Mikrosequenzierung. Mit ihnen können weitere Interaktionspartner in der Signaltrans-
duktion des G-CSFR identifiziert werden.  
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